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Resumen 
 
  
El angioedema hereditario por deficiencia del inhibidor del C1 (AEH-C1INH) se 
caracteriza por recurrentes edemas localizados en tejidos subcutáneos. 
Es una enfermedad genética con herencia autosómica dominante debido a 
mutaciones en el gen SERPING1 que limitan la producción del inhibidor de C1(C1INH) 
impidiendo la regulación de las cascadas enzimáticas sobre las que actúa. En el 85% de 
los pacientes se debe a una deficiencia cuantitativa de la proteína (AEH-C1INH tipo I), 
con síntesis de proteína disminuida por debajo del 50% esperado. En el 15% restante 
(AEH-C1INH tipo II), la deficiencia es cualitativa. En este último grupo, la mutación 
está localizada en los aminoácidos que conforman el centro reactivo o sus 
inmediaciones y, aunque los niveles del C1INH están normales o elevados, la proteína 
no es funcional. 
Este trabajo ha profundizado en la expresión del mensajero del inhibidor de C1 
en 30 pacientes con AEH-C1INH. El estudio detectó que la producción de mensajero en 
los pacientes tipo I está disminuida por debajo del 50%, hecho que cabría esperar por el 
aporte del alelo sano. En cambio, los pacientes tipo II mostraron una síntesis del ARN 
mensajero cercana al 72% respecto a los valores normales. 
En 2006, Duponchel et al. publicaron un estudio mostrando una variante 
alternativa de splicing del gen del inhibidor de C1 (SERPING1) con ausencia de exón 3 
que se expresaba en monocitos de sangre periférica, pero no en hígado. En nuestro 
trabajo se ha analizado la expresión de ambas variantes, variante completa (todos los 
exones) y variante sin exón 3, en 32 pacientes. Dos tercios de los pacientes portaban 
mutaciones tipo I y un tercio mutaciones tipo II. En el primer grupo (tipo I), la 
producción de la variante completa era mayor que la alternativa cuando las mutaciones 
estaban localizadas dentro del dominio serpina, pero el patrón de expresión se invertía 
cuando estas se localizaban en el dominio no serpina, o en los extremos del dominio 
serpina. Estos datos parecen indicar que el patrón es independiente del tipo de mutación. 
En los pacientes tipo II, los niveles de expresión para ambas variantes fue más uniforme  
siendo la variante corta la más expresada en todos los individuos. 
Para profundizar en las posibles funciones de la variante corta en monocitos, 
realizamos estudios de expresión de variantes en poblaciones celulares aisladas a partir 
de células mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) de donantes sanos con y sin 
estimulación por IFN-γ a 24 y 48 horas. Este estudio ha mostrado que las células NK 
expresan Inhibidor del C1en un entorno inflamatorio. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Summary 
  
Hereditary angioedema due to C1 inhibitor deficiency (HAE-C1INH) is a rare 
disease that causes recurrent localized oedemas in subcutaneous tissues.  
It is a genetic disease with dominant autosomal inheritance caused by mutations 
in the gene SERPING1, reducing either the synthesis or the function of C1 inhibitor and 
leading to uncontrolled activation of serum enzymatic over which it operates. 
In about 85% of patients, the disease is caused by quantitative protein deficiency 
where protein synthesis decrease below the expected 50% (HAE-C1INH type I). In the 
remaining 15% of patients, it is due to a qualitative deficiency because a mutation is 
located in the reactive centre loop or its surroundings. In the latter type, C1 inhibitor 
levels can be either normal or above normal. In either case, such production is non-
functional. 
This work contains a thorough study of C1 inhibitor expression in 30 patients 
suffering from HAE-C1INH. The study has found that messenger production in type I 
patients is also below 50% as could be expected from the single normal allele. On the 
other hand, patients with type II showed messenger synthesis around 72% of normal 
levels. 
In 2006, Duponchel et al. published a study showing that an alternative 
SERPING1 transcript lacking exon 3 is expressed by peripheral blood monocytes but 
not liver. We analysed the expression of both transcripts, the complete transcript (all 
exons) and the one without exon 3, in peripheral blood monocytes of 32 HAE patients. 
Two thirds of the patients carried type I mutations, and one third carried type II 
mutations. In the first group, the production of the complete transcript was observed to 
be higher than that of the alternative transcript when mutations were located in the 
serpin domain. However, mutations in non-serpin domain, and those in marginal 
regions of the serpin domain were observed to have an inverted expression pattern. 
Such behaviour did not depend on the mutation type. As for patients with type II 
mutations, the transcript with highest levels was the one without exon 3, the expression 
pattern being more uniform in all cases. 
In order to deepen our understanding of the expression pattern of the short 
transcript in monocytes, we studied the expression of both complete and short 
transcripts in isolated peripheral blood cells (PBMCs) of healthy individuals with and 
without IFN-γ stimulation during 24 and 48 hours. The results showed that NK cells 
also express C1 inhibitor in inflammatory environment.  
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ABREVIATURAS 
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AEA-C1INH: Angioedema adquirido con deficiencia del inhibidor de C1. 
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CD56 : Molécula de adhesión de la célula neuronal (Cluster of differentiation 56). 
CH50: Actividad hemolítica 50. 
CpG: Citosina y guanina enlazados por fosfatos. 
Ct: Ciclo umbral (Cycle threshold). 
DEPC: Dietil pirocarbonato. 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraácetico. 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 
FXI: Factor XI de la coagulación. 
FXIa: Factor XI de la coagulación activado. 
FXII: Factor XII de la coagulación. 
FXIIa: Factor XII de la coagulación activado. 
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ISREs: Elementos de secuencias de nucleótidos con respuesta a estimulo con IFN-γ . 
MASP-1: Serín proteasa 1 asociada a la lectina de unión a manosa. 
MASP-2: Serín proteasa 2 asociada a la lectina de unión a manosa. 
MBL: Lectina de unión a manosa (Mannose Binding Lectin). 
MgCl2: Cloruro de magnesio. 
NK: Células Natural Killer. 
NMD: Degradación del ARN mensajero mediada por mutaciones de codón de parada 
(Nonsense mediated decay). 
PAI1: Inhibidor del activador del plasminógeno-1 
PBMCs: Células mononucleadas de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear 
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PE: Ficoeritrina. 
PerCP: Proteína peridinina-clorofila. 
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Introducción 
 
Introducción 
1 
1. EL ANGIOEDEMA HEREDITARIO 
1.1. Introducción general  
El angioedema hereditario (AEH) por deficiencia del inhibidor de C1 
[MIM#106100] (en adelante AEH-C1INH) es una enfermedad con patrón de herencia 
autosómica dominante y penetrancia incompleta. 
En 1882, Quincke fue el primer autor que consideró el angioedema como una 
entidad clínica al documentar varios casos de angioedema en distintas generaciones de 
una misma familia. En 1888, Osler describió el carácter hereditario de la enfermedad y 
la definió como “edema angioneurótico”. 
La asociación entre la deficiencia genética del inhibidor del C1 y el angioedema 
fue propuesta por primera vez en 1963 por Donaldson y Evans. Nueve años más tarde, 
Cadwell y colaboradores relacionaron la deficiencia de C1INH adquirida, no 
hereditaria, con un linfosarcoma concomitante (Caldwell et al., 1972).  
La última forma de angioedema hereditario fue descrita en 2000. Esta se 
presenta con niveles antigénicos y funcionales de C1INH normales, y se debe a 
mutaciones en el gen F12 que codifica el Factor XII del sistema de la coagulación 
(FXII). Este factor es dependiente de estrógenos, ya que se desencadena en las fases 
hiper-estrogénicas afectando, predominantemente, al sexo femenino (Bork et al., 2000). 
La dependencia de estrógenos ha supuesto que sea denominado AEH dependiente de 
estrógeno (Binkley and Davis, 2000) o AEH asociado a estrógenos (Agostoni et al., 
2004). 
El angioedema puede producirse también sin déficit de C1INH, o de mutación 
en el gen F12. Ante estas situaciones se propuso el término AEH sin déficit de C1INH 
de causa desconocida (Bork et al., 2009). 
Roche y colaboradores estimaron la prevalencia mínima del AEH-C1INH en 
España en 1,09 individuos por cada 100.000 habitantes (Roche et al., 2005a). El mismo 
estudio realizado en población noruega estableció una prevalencia de la enfermedad de 
1,51 por cada 100.000 habitantes (Stray-Pedersen et al., 2000). Esta baja prevalencia le 
hace ser considerada como enfermedad rara según la definición de la Unión Europea, 
que define como “enfermedad rara” aquella que presenta una prevalencia no mayor de 5 
cada 10.000 ciudadanos.  
En el caso del AEH sin déficit de C1INH no se conoce la prevalencia debido a la 
ausencia de estudios epidemiológicos. 
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1.2. Manifestaciones clínicas en AEH por deficiencia del inhibidor de C1. 
El AEH-C1INH se manifiesta con episodios recurrentes de edemas localizados 
en el tejido subcutáneo y/o submucoso. Estos se desencadenan por la liberación de 
vasodilatadores como la bradicinina que aumentan de forma  transitoria la 
permeabilidad vascular dando lugar a una tumefacción en la zona afectada. 
Los edemas cutáneos suelen aparecer principalmente en cara (labios, párpados), 
extremidades, o genitales. Pero son los edemas en vías respiratorias superiores (laringe, 
nariz o boca) los de mayor riesgo para los pacientes, ya que pueden resultar letales al 
provocar la muerte por asfixia (Moore et al., 1988).  
El 75% de los pacientes desarrollan los primeros síntomas de la enfermedad 
durante la primera o segunda década de vida. Pero es en la juventud del afectado donde 
los episodios se producen con mayor frecuencia (Agostoni and Cicardi, 1992). 
Aproximadamente uno de cada tres pacientes de AEH padece en el transcurso de su 
vida por lo menos un episodio en las vías respiratorias superiores y, en uno de cada 
cuatro pacientes, los edemas se producen predominantemente en la región intestinal, 
manifestándose en forma de náuseas, vómitos y espasmos gástricos. Las 
manifestaciones intestinales pueden retrasar el correcto tratamiento y seguimiento 
durante años debido a un diagnóstico erróneo. 
La aparición de los episodios no tiene una clara relación causal. Por esto no se 
puede predecir en qué lugar del cuerpo se producirá el siguiente episodio. Además, la 
frecuencia de aparición, duración e intensidad del edema varían de un episodio a otro y 
entre individuos. Por lo general, los episodios se desarrollan durante las primeras 12 a 
36 horas y permanecen de 2 a 5 días, tiempo desde el que desaparecen gradualmente 
(Gompels et al., 2005, Moore et al., 1988).  
La expresión clínica de la enfermedad es muy variable de un paciente a otro, ya 
que algunos pueden permanecer asintomáticos durante toda la vida (Agostoni and 
Cicardi, 1992), mientras que otros sufren ataques incapacitantes recurrentes y 
potencialmente mortales, afectando su calidad de vida (Gower et al., 2011). 
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1.3. Diagnóstico 
 Diagnóstico de laboratorio. 
El diagnóstico clínico de AEH-C1INH siempre requiere de su confirmación en 
el laboratorio que se realiza mediante la medición de los niveles de C4 y C1INH séricos, 
así como la funcionalidad de C1INH. 
Cuando un paciente presenta manifestaciones clínicas, el primer parámetro que 
puede hacer pensar en esta deficiencia son los niveles de C4 disminuidos (Tarzi et al., 
2007, Donaldson and Rosen, 1964). Posteriormente, la medición los niveles y 
funcionalidad de C1INH confirman la sospecha de angioedema por deficiencia de 
C1INH. 
En el 85% de los casos, se observa una disminución cuantitativa de C1INH por 
debajo del 30% respecto a los valores de referencia (AEH-C1INH tipo I). En el 15% 
restante de los casos (AEH-C1INH tipo II), los niveles de la proteína en suero son 
normales o aumentados, pero la funcionalidad de C1INH en plasma se encuentra 
disminuida por debajo del 50% de los valores de referencia (Wagenaar-Bos et al., 
2008). 
 Diagnóstico diferencial con otros tipos de angioedemas. 
Los episodios de AEH se desarrollan por edemas localizados que tienen lugar 
sin prurito, una de las características diferenciales con la urticaria. 
Diferentes grupos de trabajo dirigieron su investigación a la comprensión de la 
fisiopatología de angioedema por deficiencia del inhibidor del C1 que llevaron a 
conocer que el daño es mediado por la bradicinina, un nonapetido con función 
vasodilatadora que se libera durante el proceso de inflamación y favorece la 
extravasación de fluidos al medio (Cicardi et al., 2014, Agostoni et al., 2004, Cichon et 
al., 2006). 
Se conoce una forma de angioedema adquirido por deficiencia de C1INH (AEA-
C1INH) que, a diferencia de la forma heredada, aparece a edades más tardías, entre la 
quinta y sexta década de la vida, y que se clasifica en dos tipos. En el AEA-C1INH tipo 
I el aumento del consumo de C1INH está asociado a síndromes linfoproliferativos y 
enfermedades autoinmunes. En este tipo se ha observado que los episodios de 
angioedema preceden a los síndromes linfoproliferativos.  
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En el tipo II (AEA-C1INH), los niveles de proteína son normales o ligeramente 
elevados pero la presencia de autoanticuerpos frente al C1INH interfieren en la 
funcionalidad de la proteína. 
Otra forma de angioedema es la mediada por inhibidores de la enzima 
convertidora de angiotensina (AEA-IECA). En este caso, la inhibición de la enzima 
convertidora de angiotensina disminuye la degradación de la bradicinina aumentando 
los niveles de bradicinina en el medio que favorece la vasodilatación y desencadena el 
episodio de angioedema. En la actualidad, el uso de IECA en el tratamiento de la 
hipertensión arterial, insuficiencia cardiaca y la enfermedad renal crónica supone un 
aumento de la incidencia de angioedema mediada por estos inhibidores convirtiéndole 
en la segunda causa más frecuente de hospitalización por enfermedades alérgicas 
después del asma (Lin et al., 2005).  
Ante el amplio espectro de tipos de angioedema se ha hecho necesario generar 
un algoritmo de diagnóstico que permita proporcionar un tratamiento adecuado a los 
pacientes. En 2012, el grupo de expertos HAWK (Hereditary Angioedema 
International Working Group) proporcionó recomendaciones para el diagnóstico y, por 
tanto, el tratamiento de los diferentes tipos de angioedema (Caballero et al., 2012, 
Cicardi et al., 2012). En la Tabla 1 se recogen los criterios diagnósticos basados en los 
datos de laboratorio para discriminar adecuadamente una sospecha de angioedema 
hereditario o adquirido, así, como sus subtipos.  
El trabajo que aquí se presenta se centrará en el estudio de los dos tipos de  
angioedema hereditario por deficiencia del inhibidor de la esterasa C1. 
Tabla 1: Perfil de Complemento en los diferentes tipos de angioedemas 
Presentación clínica Niveles C4 
Niveles 
C1INH 
CH50 
C1INH 
Niveles C1q Gen F12 
H
E
R
E
D
IT
A
R
IO
 
A
E
H
-
C
1
IN
H
 
TIPO I    Normal Normal 
TIPO II  Normal /   Normal Normal 
AEH-FXII Normal Normal Normal Normal Mutación 
A
D
Q
U
IR
ID
O
 
A
E
A
-C
1
IN
H
 
TIPO I     Normal 
TIPO II  Normal /    Normal 
O
T
R
O
S
 
AEA-IECA Normal Normal Normal Normal Normal 
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1.4. Profilaxis y tratamiento 
El tratamiento en los pacientes con angioedema por deficiencia en C1INH tiene 
varios objetivos: (1) la prevención a largo plazo de los ataques agudos en aquellos 
individuos donde la recurrencia es alta, (2) la prevención a corto plazo cuando el 
paciente tenga que someterse a procedimientos que puedan desencadenar ataques y (3) 
tratamiento de los ataques agudos. 
La función de los diferentes tratamientos es evitar la mortalidad y aliviar o 
prevenir los síntomas debidos a la progresión del edema de laringe, y reducir la 
morbilidad, donde ésta es dependiente de la recurrencia y severidad de los ataques. 
 Profilaxis a largo plazo 
El tratamiento profiláctico se debe establecer en los pacientes con una calidad de 
vida reducida por presentar episodios muy recurrentes y/o que ponen en peligro la vida 
del paciente al presentarse edemas en laringe. Así, está indicado este tipo de tratamiento 
cuando el paciente presente más de un ataque al mes o si se superan los 24 días al año 
con angioedema (Navarro Ruiz, 2013). 
Ante estos supuestos, el tratamiento, fundamentalmente preventivo, consiste en 
la administración de andrógenos atenuados, como son el Danazol o el Stanazolol. 
Ambos son derivados sintéticos de la 17α-etiniltestosterona. Aunque no se conoce el 
mecanismo de acción, se ha observado que reducen el número de ataques (Agostoni et 
al., 1980b, Fabiani et al., 1990), y aumentan la expresión del ARNm y la síntesis del 
inhibidor del C1 (Agostoni et al., 1980b, Egidio Fabiani et al., 1987, Fabiani et al., 
1989, Fabiani et al., 1990, Gelfand et al., 1976, Pappalardo et al., 2003, Tappeiner et al., 
1979, Agostoni and Cicardi, 1992, Sheffer et al., 1987). Existe cierta controversia en su 
uso como profilaxis a largo plazo debido a los efectos secundarios asociados, pero la 
alternativa con antifibrinolíticos parece tener menos eficacia. Así, los andrógenos 
atenuados han sido el tratamiento elegido durante años para la mayoría de los pacientes 
en edad adulta. 
Los antifibrinolíticos (ácido tranexámico o ácido ε-aminocaproico) son la 
profilaxis elegida principalmente en niños por ser el sector de la población con mayor 
riesgo a los efectos secundarios de los andrógenos atenuados. Se cree que su beneficio 
se debe a la actividad antiplasmina Esta actividad ejerce un efecto neutralizador del 
sistema de la fibrinólisis bloqueando la actividad proteolítica de los activadores del 
plasminógeno, el cual participa en la disolución de coágulos sanguíneos. El aumento del 
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riesgo de trombosis en la administración de antifibrinolíticos implica la suspensión del 
tratamiento antes de intervenciones quirúrgicas en estos pacientes. 
 Profilaxis a corto plazo 
Está indicado cuando el paciente deba someterse a cualquier procedimiento 
traumático, incluidos los procedimientos odontológicos. Se suelen utilizar 
principalmente andrógenos atenuados (Farkas et al., 1999) y, en algunos casos, se 
administra un concentrado de inhibidor del C1 (Langton et al., 1994) o antifibrinolíticos 
(Sheffer et al., 1977). Además, para evitar el traumatismo, consecuencia de la 
intubación orofaríngea, se recomienda el uso de anestesias locales (Wall et al., 1989). 
 Tratamiento de los ataques agudos  
El tratamiento de elección en las crisis agudas es la administración de un 
concentrado de C1INH obtenido de plasma humano. Con este concentrado los episodios 
disminuyen entre 30 y 60 minutos después de la infusión intravenosa, alcanzando 
niveles máximos de C1INH a los 15 minutos y de C4 a las 12 horas (Agostoni et al., 
1980a, Bork and Barnstedt, 2001). La dosis recomendada oscila entre 1000 y 2000 U 
intravenosas y su acción puede durar 4-5 días. 
En España se dispone de Berinert® (Behring, Marburg, Alemania), inhibidor del 
C1 derivado de plasma humano y que, por tanto, suministra el inhibidor de la esterasa. 
Sólo en lugares donde no se dispone del derivado de plasma se recurre a la 
perfusión de plasma fresco, aunque su uso supone un aporte de C2 y C4 que pueden 
generar un agravamiento del episodio, además de ser fuente de posibles infecciones 
virales. 
En 2008, la Agencia Europea de Medicamentos aprobó la administración de 
Icatibant, antagonista de los receptores de la bradicinina de tipo 2 (B2R) para el 
tratamiento sintomático de los ataques agudos de angioedema (Caballero et al., 2012). 
Los estudios presentados por Mauer en 2013 indican que la administración temprana de 
Icatibant en episodios de angioedema pueden reducir significativamente la duración y el 
tiempo de estos (Caballero et al., 2012, Maurer et al., 2013). 
El mayor riesgo de los pacientes de AEH-C1INH son los episodios agudos en las 
vías respiratorias superiores, ya que suponen una amenaza a la vida por el riesgo de 
asfixia. Episodios en otras localizaciones como los edemas agudos abdominales llevan 
al paciente a una situación incapacitante. Ante estos supuestos la administración de un 
tratamiento de choque debe ser inmediata. 
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1.5. Fisiopatología del angioedema hereditario por deficiencia del inhibidor 
de C1. 
En los pacientes de AEH-C1INH los episodios de angioedema se desencadenan 
al no poder regular la activación de cascadas enzimáticas como el sistema del 
complemento, contacto (cininas), coagulación y fibrinolisis. La activación de estos 
sistemas desencadena, en último término, la liberación de péptidos vasodilatadores 
como la bradicinina. 
A nivel del sistema de coagulación el C1INH regula la activación del factor XI 
(FXI) y el factor XII (FXII). Cuando el C1INH no puede ejercer su función, el FXII 
activado (FXIIa) induce la activación de calicreína desde precalicreína que se encuentra 
mayoritariamente unida a cininógenos de alto peso molecular (HMWK) en la superficie 
endotelial. La calicreína está activada es capaz de escindir el HMWK. Esta escisión da 
lugar a la liberación de bradicinina, un nanopéptido que actúa como potente 
vasodilatador con propiedades permeabilizantes en los vasos sanguíneos (Colman, 
1999, Colman et al., 1999, Bhoola et al., 1992). 
En humanos se conocen dos tipos de receptores endoteliales para bradicinina. 
Los receptores B1 (B1R) reconocen predominantemente el producto de degradación 
parcial des-Arg
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-bradicinina. Su expresión es inducible por daño tisular y presentan 
niveles máximos de expresión en endotelio 6 horas después del estímulo y permanece 
elevada durante 2 días.  Por su parte, los receptores de bradicinina tipo 2 (B2R) se 
expresan de forma constitutiva a bajos niveles en la mayoría de células y tejidos y son 
estos los activados por bradicinina intacta (Trabold et al., 2010). 
Así, la activación de los receptores B2R como consecuencia de la unión de 
bradicinina, aumenta la permeabilidad vascular y favorece la liberación de óxido nítrico 
y prostaglandina E que aumentan la vasodilatación (Han et al., 2002, Schmaier, 2008, 
Zhao et al., 2001).  
Por otro lado, la activación de la calicreína por el sistema de contacto tiene 
diversos efectos sobre otros sistemas proteolíticos. La calicreína media la degradación 
de plasminógeno a plasmina, iniciando de este modo la cascada de la fibrinólisis. La 
actividad proteolítica de la plasmina, que es igualmente regulada por C1INH, puede 
activar recíprocamente a la calicreína, así como a los componentes C1 y C3 de la vía 
clásica del complemento, iniciando complejos bucles de retroalimentación entre las 
diferentes cascadas de proteasas del suero. 
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Cuando los niveles de C1INH están disminuidos, el aumento de la plasmina 
actúa como retroalimentación positiva de la síntesis de calicreína (Bergamaschini et al., 
1999, Egidio Fabiani et al., 1987, Cugno et al., 1996, Davis, 2005). A nivel del sistema 
del complemento, la insuficiente síntesis de C1INH funcional supone un aumento del 
catabolismo de C2 y C4.  
Las cascadas enzimáticas sobre la que actúa el C1INH se activan ante cualquier 
situación traumática, estrés, u otras enfermedades, pero también pueden activarse sin 
factores desencadenantes (Donaldson and Rosen, 1964, Donaldson and Rosen, 1966). 
Ante la ausencia de una regulación adecuada por parte de C1INH, la liberación de 
bradicinina desencadenará un episodio de angioedema. La Figura 1 muestra un esquema 
de los puntos de control del inhibidor del C1 en cada una de las casadas. 
 
1.6. Base molecular del AEH 
En los pacientes con angioedema hereditario, la presencia de una mutación en 
uno de los alelos del gen SERPING1 es suficiente para que se produzca la desregulación 
de la homeostasis vascular y de todos los sistemas sobre los que actúa el C1INH.  
En el AEH-C1INH tipo I, el 85% de los casos, la presencia de una mutación en 
uno de los alelos supone una deficiencia cuantitativa C1INH. Esta mutación puede 
encontrarse a lo largo de todo el gen. Se han descrito tanto puntuales como grandes 
deleciones y duplicaciones. La consecuencia final es la disminución de la síntesis de 
proteína. 
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En el 15% restante de casos (AEH-C1INH tipo II) aunque presentan niveles de 
proteína normales o elevados, su deficiencia se debe a la no funcionalidad de la proteína 
(Agostoni et al., 2004). En este grupo, la mutación se localiza en los nucleótidos que 
codifican los aminoácidos localizados en el centro activo (Arg444 y Thr445), o bien 
aminoácidos en las proximidades del mismo.  
Una mutación en heterocigosis con un modelo de herencia dominante produce 
un 50% de la proteína nativa. Se considera dominancia negativa cuando el alelo mutado 
interfiere en la producción del alelo normal de manera que no se alcance el 50% de 
proteína nativa. Los pacientes con AEH presentan entre un 5% y un 30% de C1INH 
funcional. Cuando Kramer analizó en un paciente con angioedema hereditario por 
deficiencia de C1INH el efecto que causaba una mutación que producía un mensajero 
de SERPING1 que no incluía exón 7 observó que la tasa de síntesis apenas alcanzaba un 
30% (Kramer et al., 1993). Él utilizó el término transinhibición para catalogar el efecto 
de la dominancia negativa del alelo mutado sobre el alelo sano en AEH-C1INH.  
Aunque se han descrito más de 200 mutaciones en SERPING1 asociadas a 
angioedema hereditario por deficiencia del inhibidor de C1, hasta el momento sólo se 
han descrito cinco familias con individuos que portaban la misma mutación en ambos 
alelos. Tres con mutación en la región codificante del gen de SERPING1 (Bafunno et 
al., 2013, Blanch et al., 2006, López-Lera et al., 2010), y dos familias con cambios en 
homocigosis  en la región promotora (-103C>T y -101A>G) (Verpy et al., 1996, 
Büyüköztürk et al., 2009). 
En nuestro laboratorio se han descrito los tres primeros casos de individuos con 
mutaciones en homocigosis en la región codificante. Dos individuos de una misma 
familia presentaban la mutación p.Ile440Ser (Blanch et al., 2006), y cuatro años más 
tarde, en otra familia, un individuo presentaba el cambio p.Arg378Cys (López-Lera et 
al., 2010). En 2013, Bafunno y colaboradores describieron un individuo con perfil de 
complemento acorde a un AEH-C1INH tipo I que portaba la mutación p.Lys216Serfs*4 
en homocigosis. 
En las cinco familias descritas, los individuos homocigotos mostraron un perfil 
de complemento acorde a AEH-C1INH tipo I. En el caso de los familiares 
heterocigotos, estos cursaron un perfil de complemento tipo II (Blanch et al., 2006, 
López-Lera et al., 2010) y sin clínica. La baja incidencia de homocigotos en la 
enfermedad parecía sugerir un efecto letal en estado embrionario en la mayoría de los 
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eventos, y sólo podrían ser viable las mutaciones en homocigosis asociadas a fenotipos 
leves (Blanch et al., 2006).  
No se conoce el mecanismo por el que la presencia de un alelo mutado suponga 
niveles inferiores al 50%. Nuestro grupo ha estudiado la implicación de la isla CpG 
presente en el promotor (5.740 pares de bases del exón 1) y la isla CpG de 345 pares de 
bases localizadas en el exón 2 como posible efecto epigenético en el gen SERPING1, 
pero no se han obtenido resultados vinculantes con la dominancia negativa (López-Lera 
et al., 2014). 
2. INHIBIDOR DE C1  
2.1. Introducción y estructura de la proteína  
C1INH es una proteína sérica 
de cadena polipeptídica única 
altamente glicosilada. La proteína 
inmadura presenta un péptido señal 
(22 aminoácidos) que marcará su 
transporte a membrana que debe ser 
eliminado para la liberación de la 
proteína al medio y para su 
activación (Gaboriaud et al., 2004, 
Sim and Tsiftsoglou, 2004). La 
proteína madura contiene 478 aminoácidos que se pueden dividir en dos dominios 
(Carter et al., 1991):  
- Dominio NO Serpina. Localizado en la región N-terminal. Formado por 100 
aminoácidos, contiene la mayoría de N- y O-glicosilaciones. Esta región no presenta 
homología con otras proteínas de la familia.  
- Domino Serpina. Localizado en la región C-terminal. Contiene 378 aminoácidos y 
presenta homología con otras serpinas (Serina proteasas inhibidoras) como α1-
antitripsina y antitrombina III. Ver Figura 2 
Ambos dominios se encuentran estabilizados por dos enlaces disulfuro entre 
ambos dominios (Simonovic and Patston, 2000). El centro reactivo se encuentra en el 
dominio Serpina, al igual que el resto de la familia a la que pertenece. En el caso de 
C1INH el centro reactivo se localiza en el enlace peptídico entre el residuo 444Arg (P1) 
y el 445Thr (P1´) localizados en el exón 8 del gen. 
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2.2. Biosíntesis del inhibidor de C1. 
Estudios de inmunofluorescencia indican que los hepatocitos del parénquima son 
el mayor productor de C1INH in vivo (Johnson et al., 1971). Otros tipos celulares como 
monocitos de sangre periférica (Randazzo et al., 1985), células de la microglía (Walker 
et al., 1995), fibroblastos (Katz and Strunk, 1989), células endoteliales (Lappin et al., 
1992, Schmaier et al., 1989) y plaquetas también son capaces de sintetizar y secretar 
C1INH tanto in vivo como in vitro (Prada et al., 1998, Heda et al., 1990, Schmaier et al., 
1993). 
En 1987, Lotz observó un aumento de la producción de C1INH cuando 
estimulaba monocitos en cultivo con IFN-γ (Lotz and Zuraw, 1987). Diferentes estudios 
in vitro han observado un aumento de la expresión del ARN mensajero de SERPING1 
bajo un estimulo con interferón gamma en monocitos cultivados varios días (Heda et al., 
1990, Lappin et al., 1992, Lotz and Zuraw, 1987, Prada et al., 1998, Zahedi et al., 
1994). Esto es debido a que el promotor de la serpina presenta elementos de respuesta a 
la citoquina entre los que se incluyen los de respuesta a estímulo por interferón gamma 
(ISREs) y secuencias de unión a factores de transcripción dependiente de interferón 
gamma (GAS, Interferon-Gamma Activateed Sequence). Estos elementos regulan la 
producción basal de SERPING1 y la respuesta en fase aguda de inflamación. 
El promotor contiene un potencial elemento de respuesta a andrógenos y parece 
mediar en la síntesis del inhibidor de la esterasa de C1 en distintos tipos celulares como 
monocitos y hepatocitos (Falus et al., 1990a, Falus et al., 1990b, Falus, 1990, 
Pappalardo et al., 2003, Tappeiner et al., 1979). 
2.3. Serpinas, la familia del inhibidor de C1 
 Estructura de las serpinas, conformación y mecanismo inhibitorio 
Las serpinas (inhibidores de serín proteasas) son la superfamilia más amplia de 
inhibidores de proteasas (Irving et al., 2000). En todos los grupos de organismos (virus, 
arqueas, bacterias y eucariotas) se han localizado genes de esta familia  (Silverman et 
al., 2001). Pese a la diversidad de procesos en los que se encuentran implicadas, 
mantienen una estructura terciaria muy conservada, aunque puedan sufrir 
modificaciones post-traduccionales como la glicosilación. 
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A nivel estructural, tal y como se 
muestra en la Figura 3, todas presentan tres 
láminas β (nombradas de la A a la C) y, entre 
siete y nueve hélices-α, siendo nueve el 
número predominante (nombradas de la A a la 
I). Además, presentan un lazo móvil formado 
por una región expuesta y flexible en forma 
de bucle constituido por aproximadamente 
veinte aminoácidos desde el aminoácido P17 
en dirección N-terminal y hasta el P3´ del 
extremo C-terminal (según nomenclatura de 
Schechter and Berger) (Abramowitz et al., 
1967). 
El bucle (RCL, Reactive Centre Loop) se localiza entre las láminas A y C y 
contiene el centro reactivo en los residuos P1 (Arg444) y P1´ (Thr445) que actúan como 
pseudosubstrato de la proteasa diana, ver Figura 3. 
Adyacente al RCL se localiza la región denominada bisagra (residuos P15-P9) 
que permite el desplazamiento del centro activo hacia la lámina A tras la escisión del 
enlace peptídico P1-P1´ que une los aminoácidos del centro activo. En la lámina A se 
localizan las regiones shutter y brecha, que sufren un desplazamiento para permitir la 
inserción del RCL en la lámina A. La región gate está localizada entre las hojas 3C y 
4C. Estas dos láminas sufren un giro β para conectar las láminas C y A (Stein and 
Carrell, 1995) (Fig.3). Para que el RCL pueda ser determinante de la especificidad y 
forma de interacción con la proteína diana debe estar expuesto tal y como se muestra en 
la Figura 3. Esta conformación nativa es conocida como metaestable y es la requerida 
para su actividad inhibitoria (Stein and Carrell, 1995) (Fig.4 A). 
Las serpinas pueden sufrir cambios estructurales transitorios que conllevan el 
movimiento del  bucle del centro activo hacia la lamina A y formen una hoja 
antiparalela. Estos cambios estructurales se producen sin  escisión del centro activo, por 
tanto, son reversibles. Así, la serpina tendrá conformación latente (Fig. 4B). En esta 
conformación, la serpina no tiene función inhibitoria. Estas dos conformaciones son 
alternantes en las serpinas y el paso de una a otra puede darse por reestructuración o por 
desnaturalización. Se ha descrito que la temperatura necesaria para que PAI1 cambie de 
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la forma latente a la forma nativa y, por tanto inhibitoria, son 17 ºC (Silverman et al., 
2001).  
La forma más estable de las serpinas inhibitorias es la forma escindida donde el 
centro activo escindido y el RCL se insertan en la lámina A sin necesidad de extraer la 
hoja 1C (Fig. 4C). Se estima que la temperatura necesaria para deshacer esta 
conformación es >120 ºC (Kaslik et al., 1997). Así, el mecanismo de acción de las 
serpinas está basado en las tres conformaciones. Cuando la serpina inhibitoria se 
encuentra en conformación nativa, el centro activo puede unir a la proteasa diana 
formando un complejo Michaelis (Fig. 4D) (Ye et al., 2001). Si este no se revierte, la 
serpina sufre un cambio conformacional hacia la forma latente donde, seguidamente, se 
produce la acción inhibitoria al escindirse el bucle que contiene centro activo. Ahora la 
serpina presenta conformación escindida y se convierte en la verdadera trampa para la 
proteasa diana al ser esta unión irreversible (Fig. 4E). Esta característica les lleva a ser 
considerados inhibidores suicidas porque cada proteína inhibidora sólo puede ejercer su 
función una vez sobre sus proteasas dianas quedando en estado latente y, por tanto, 
inactivo una vez producida la interacción. 
Figura 4: Conformaciones de las serpinas. A) conformación nativa de α1AT donde se observa el 
centro activo expuesto, B) conformación latente de ATIII. C) α1AT en conformación escindida en el 
centro activo; D) Formación del complejo Michaelis entre Serpin 1 y tripsina. E) Complejo covalente 
entre la a1-AT y la tripsina con la tripsina distorsionada en el polo opuesto de la serpina. Lamina A se 
muestra en rojo, la lamina B en verde y la lamina C en amarillo. La hélices se marcan en gris. El bucle 
que contiene el centro activo se representa en morado. En cian se muestra la molécula de tripsina. 
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2.4. Función del inhibidor de C1. 
El C1INH está implicado en la regulación de la activación del sistema del 
complemento, de la coagulación, de la fibrinólisis y de síntesis de las cininas. En la 
Figura 5 se muestra la interacción entre las cascadas y los puntos de actuación del 
C1INH. 
 
 Regulación del sistema del complemento  
El C1INH está considerado uno de los principales reguladores del sistema del 
complemento. A nivel de la vía clásica, es el único punto de control de la activación del 
primer componente (C1) por medio de una unión covalente con C1s y C1r (C1INH-C1r-
C1s-C1INH) (Laurell et al., 1990). En la vía de las lectinas, inactiva a las serín 
proteasas asociadas a MBL (MASP1 y MASP 2) (Gaboriaud et al., 2004, Sim and 
Tsiftsoglou, 2004). Tanto el complejo C1 como MASP2 escinden C2 y C4 dando lugar 
a la convertasa C3. A nivel de la vía alternativa, C1INH, se une a C3b impidiendo la 
unión del factor B (Sim and Tsiftsoglou, 2004). 
 
Fig 5: Fisiopatología del angioedema y puntos de control del C1INH. HMWK: cininógeno de 
elevado peso molecular; B1R: receptor B1 de bradicinina; B2R: receptor B2 de bradicinina; C1: 
componente 1q del complemento; C1qrs: componente 1 del complemento activo; C1INH: inhibidor de 
la esterasa C1; C2: componente 2 del complemento; C4: componente 4 del complemento; C4b2a: 
convertasa C3; FXI: factor XI de la coagulación; FXIa: factor XI de la coagulación activado; FXII: 
factor XII de la coagulación; FXIIa: factor XI de la coagulación activado. 
Introducción 
15 
 Regulación del sistema de la coagulación  
La activación del Factor XI (FXI) por el Factor XII (FXII) a través de la vía 
intrínseca se ve reforzada por la acción de la trombina. Está ultima es liberada por el 
factor tisular de las células subendoteliales (vía extrínseca) y así se desencadena la fase 
de amplificación y posteriormente la de propagación, donde la liberación de fibrina 
estabilizará la formación del coágulo. En condiciones normales, C1INH es el único 
regulador de la vía intrínseca impidiendo la activación tanto de FXI como de FXII , 
mientras que por vía extrínseca existen otros inhibidores  (Caliezi et al., 2000, Ziccardi, 
1981). 
 Regulación del sistema de la fibrinólisis 
En la región de daño tisular, la plasmina es la encargada de la degradación de las 
redes de fibrina y, por tanto, de la desestabilización del coágulo. La formación de 
plasmina se produce a partir del plasminógeno (por la vía intrínseca). Esta activación es 
potenciada por la presencia de FXIIa y la activación de la calicreína. C1INH actúa 
inhibiendo la formación del plasminógeno acomplejándose con la calicreína libre. 
 Regulación del sistema de cininas 
La activación de los factores de coagulación FXI y FXII se produce in vivo  ante 
un traumatismo. In vitro, suele asociarse a la presencia de superficies con carga 
negativa. Al final de la cascada, la fibrina será la encargada de dar forma a los coágulos 
blandos. El FXIIa es capaz de inducir la activación calicreína a partir de precalicreína. 
C1INH mantiene los niveles tisulares de FXIa y FXIIa, a la vez que regula la activación 
de calicreína por FXIIa (Davis, 2005). La calicreína es una proteasa que libera 
bradicinina a partir  de cininógeno de alto peso molecular. La bradicinina es un potente 
vasodilatador dependiente del endotelio, que causa la contracción del músculo liso no 
vascular y aumenta la permeabilidad vascular permitiendo la extravasación de líquidos 
al intersticio por la unión de la bradicinina a los receptores tipo 2. 
3. GEN DE C1INH/SERPING1 
3.1. Estructura y localización del gen  
El gen SERPING1 (MIM*606860; GenBank NG_009625.1; ID 710) con 
localización cromosómica 11q12.1, está constituido por 17,3 Kb y codifica el inhibidor 
del primer componente del complemento C1 (C1INH). La transcripción de SERPING1 
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genera dos variantes de ARN mensajero: la más larga de 1.966 pb (NM_000062.2) con 
8 exones y 7 intrones, y otra más corta de 1.814 pb (NM_001032295.1), a la que le falta 
el exón 1 y utiliza un sitio alternativo de splicing (procesamiento) en la región 5´UTR 
comparada con la primera variante. En adelante las posiciones de los elementos que 
contiene el gen se refieren al ATG de inicio en la secuencia de referencia 
NM_000062.2. 
 
 
El gen presenta alta densidad de clusters de secuencias Alu en diferentes 
orientaciones. Carter, en 1991, describió hasta 19 clusters donde diecisiete están 
distribuidos a lo largo de cuatro intrones y dos en las regiones 5´UTR y 3´UTR del gen. 
Mediante la aplicación web RepeatMasker (Tempel, 2012) se han rastreado las 
secuencias Alu en la variante de mensajero más larga (NM_000062.2) y 1.120 
nucleótidos de las regiones intragénicas adyacentes al gen. El análisis indica la 
presencia de dos secuencias Alu no descritas por Carter. La primera se localiza en el 
intrón cuatro, y la segunda en el intrón siete (Figura 6A). Las secuencias Alu ,elementos 
móviles, son las secuencias cortas y repetitivas más frecuentes en el genoma humano 
(Jelinek and Schmid, 1982, Stoppa-Lyonnet et al., 1990). Forman parte del genoma no 
codificante, por lo que es factible encontrarlo en intrones, tal y como sucede en el gen 
Figura 6: Representación del gen de SERPING1. A) Distribución de los exones a lo largo de la secuencia. Las 
secuencias Alu se representan con triángulos azules. Los círculos verdes indican regiones reguladora dependientes 
de IFN-γ. Los elementos Cajas CAAT se indican con un círculo rojo. Las cajas grises indican las regiones 5´y 3´ 
no codificantes. Las cajas amarillas indican la localización del péptido señal. Las cajas de color azul indican el 
dominio no-Serpina y el color naranja indica el dominio Serpina. B) Variantes de ARN mensajero que codifican 
proteína. C) Representación de los puentes disulfuro entre los dos dominios de la proteína. Nt y Ct corresponden a 
los extremos NH2  y COOH de la proteína, respectivamente.  
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del C1INH. Estas estructuras de trasposones confieren al gen elevada frecuencia de 
reordenamientos (Ariga et al., 1990, Carter et al., 1991, Stoppa-Lyonnet et al., 1990), de 
ahí que el 12% de las alteraciones moleculares del gen sean grandes deleciones o 
inserciones (dato extraído de la base de datos de mutaciones HGMD Public) (Stenson et 
al., 2003).  
El promotor del gen del inhibidor de C1 no presenta elemento regulador caja 
TATA. Los genes sin este elemento regulador presentan una serie de elementos 
iniciadores (Weis and Reinberg, 1992). Este tipo de genes comparten dos 
características, por un lado, prácticamente se consideran genes constitutivos, y, por otro, 
la mayor parte poseen un único sitio de inicio de la transcripción. En SERPING1 el 
elemento iniciador (CTCAGTCT) se localiza entre las posiciones -3 y +5 respecto al 
codón de inicio. 
La región dónde se esperaría que estuviera localizado el elemento regulador 
TATA (posición -48 al -17) presenta una región rica en pirimidinas que da lugar a una 
estructura ADN-H (-48 del -3) (Carter et al., 1991, Zahedi et al., 1994). Esta estructura 
de triple hélice es similar a la encontrada en el gen c-myc y tiene capacidad de unión 
con ribonucleótidos y factores de transcripción que podrían actuar como reguladores de 
la transcripción (Davis et al., 1989). Otros elementos reguladores corriente arriba del 
inicio de la transcripción del gen de C1INH son dos caja CAAT en posición -103 al -
100 y -61 al 58. Círculo rojo en Figura 6A. 
Desde la posición -83 a la posición -77 se encuentra la secuencia CTGGGCA 
que es similar a un elemento de respuesta a IL-6, una citoquina con múltiples funciones 
biológicas, incluida la inducción de respuesta en fase aguda (Hattori et al., 1990) donde 
el inhibidor de C1 juega un papel importante (Morgan and Gasque, 1997). 
La expresión de SERPING1, in vitro, es fuertemente inducida por INF-γ 
(Hamilton et al., 1987, Heda et al., 1990, Lotz and Zuraw, 1987, Prada et al., 1998, 
Zahedi et al., 1994). Esta potente inducción se debe a que el gen presenta dos regiones 
intensificadoras de la transcripción dependientes de proteínas de unión a ADN 
inducibles por interferón gamma (Zahedi et al., 1994). La primera se localiza entre las 
posiciones -582 y -252, mientras que la segunda está en el primer intrón (+373, +410). 
Círculos verdes en la Figura 6A. 
De los ocho exones, no todos son codificantes. En la variante de mensajero más 
larga (NM_000062.2) el primer exón contiene el codón de iniciación para la 
transcripción de eucariotas (Bucher and Trifonov, 1986). El segundo exón contiene el 
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codón de inicio de la traducción (ATG), a partir del cual se traducen los primeros 17 
aminoácidos del péptido señal (22 aminoácidos). El péptido señal se extiende hasta el 
exón 3 a partir del cual se codifica para la proteína. La Figura 6A ilustra la disposición 
de los elementos reguladores y las secuencias Alu. En la Figura 6B se indica las 
regiones de las dos variantes ARN mensajero recogidas en GenBank con los extremos 
UTR representados con recuadros más estrechos.  
La base de datos Human Gene Mutation Database en su versión pública (HGMD 
Public, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)(Stenson et al., 2003) ha recogido, hasta 
el momento 389 alteraciones en el gen SERPING1 (NM_000062.2) (dato obtenido en 
Junio de 2016). SERPING1 presenta una elevada tasa de mutaciones de novo, en torno 
al 20%, y se distribuyen a lo largo de todo el gen. 
3.2. Regulación transcripcional de SERPING1 dependiente de tejido. 
Las células hepáticas son las mayores productoras de C1INH circulante, aunque 
otros tipos celulares, como plaquetas, fibroblastos, etc. también poseen la capacidad de 
secretar C1INH (Lappin et al., 1992, Schmaier et al., 1989, Schmaier et al., 1993, 
Zahedi et al., 1994). 
Entre los tipos celulares de menor aporte se encuentran los monocitos (Lappin et 
al., 1992, Hamilton et al., 1987, Randazzo et al., 1985). Mucho se ha descrito del papel 
del C1INH en la regulación de la homeostasis celular y que los niveles de C1INH a 
nivel localizado son debidos a la secreción del mismo por macrófagos. Pero para que se 
produzca la activación de monocitos a macrófagos es necesario un entorno inflamatorio. 
Los estudios publicados se centran en la expresión de SERPING1 y la producción de 
proteína en macrófagos. No se han realizado estudios de expresión de SERPING1 en 
población monocítica antes de su diferenciación a macrófagos en entorno inflamatorio. 
Duponchel, en 2006, realizó un estudio semicuantitativo de la expresión del 
ARNm de SERPING1 en monocitos de un paciente que portaba la mutación 
c.51+3A>G. El cambio detectado en el paciente se localizaba en el segundo intrón del 
gen, en la secuencia de reconocimiento del sitio 5´del proceso de corte y empalme de 
intrones (en adelante splicing). Los estudios funcionales con RT-PCR en monocitos del 
paciente revelaron una forma alternativa de mensajero con ausencia de exón 2 y exón 3. 
Además, en monocitos de controles sanos, el mismo análisis mostró una variante 
alternativa con ausencia de exón 3. Al no detectar esta variante alternativa en líneas 
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celulares de hepatomas, Duponchel concluye que su expresión debe ser dependiente de 
tejido. 
La base de datos NCBI sólo recoge dos variantes de splicing del gen SERPING1 
indicadas en el apartado 3.1. Sin embargo, en el navegador genómico de Ensembl 
(http://www.ensembl.org) se mencionan hasta 12 variantes, de las cuales sólo 7 
producirían proteína. De ellas, el navegador contempla una posible variante alternativa 
sin exón 3 (ENST00000531133). Según esta aplicación, la variante sin exón 3 presenta 
un truncamiento del péptido señal dejando sólo 17 aminoácidos de los 22 existentes en 
la variante con los ocho exones (variante completa). 
Por otro lado, la eliminación del exón 3 produce un cambio de la pauta de 
lectura durante la traducción que da lugar a una proteína truncada con sólo 43 
aminoácidos, siempre que esta variante presentase el inicio de traducción en el mismo 
ATG que en la variante más larga.  
Tanto Duponchel, como la aplicación en línea Ensembl proponen la acción del 
mecanismo de NMD (Nonsense mediated decay) sobre esta variante para evitar que la 
proteína truncada sea expresada. Estas sospechas deberían demostrarse mediante 
western blot con anticuerpos contra la parte COOH final de C1INH. 
Siguiendo la línea del hallazgo de Duponchel, en el presente trabajo se realizó 
un estudio de la expresión de la variante con exón 3 (variante completa) y la variante sin 
exón 3 (variante corta) en PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) de distintos 
pacientes con angioedema hereditario. Conocer el patrón de expresión de la variante 
corta en pacientes de angioedema hereditario podría explicar su implicación a nivel 
local. 
Los estudios de inducción de la expresión del ARN mensajero de SERPING1 en 
monocitos publicados (Prada et al., 1998) no contemplan la existencia de esta variante 
alternativa sin exón 3, por lo que se asumieron los niveles de expresión obtenidos, tanto 
a nivel basal, como bajo estímulo, como procedentes de una sola forma de mensajero, la 
completa. Es posible que la expresión de esta serpina esté regulada por el ambiente y 
que otros tipos celulares cobren protagonismo en la regulación de la homeostasis 
vascular a nivel localizado sin restar importancia al aporte de las células hepáticas sobre 
los niveles del C1INH circulante. 
En este trabajo, se pretendía investigar el patrón de expresión de dos variantes de 
splicing en población monocítica de individuos sanos en presencia o ausencia de 
estimulación con IFN-γ. 
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Objetivo I: 
 
 Estudio de la repercusión de mutaciones puntuales en la expresión del ARN 
mensajero del inhibidor de C1 en pacientes con angioedema hereditario. 
 
 
 
Objetivo II: 
 
 Análisis de la expresión de dos variantes de ARN mensajero (completa y con 
ausencia de exón 3), producto del splicing alternativo en SERPING1, en células 
mononucleadas de sangre periférica de pacientes con angioedema hereditario. 
 
 
 
Objetivo III: 
 
 Estudio de los niveles de expresión de las variantes de ARN mensajero del 
inhibidor de C1 en población monocítica de individuos sanos en respuesta a inflamación 
(respuesta a interferón-γ). 
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4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE SERPING1 EN PBMCs DE PACIENTES 
AEH-C1INH 
4.1. Criterios de inclusión y exclusión 
En el estudio de la expresión del ARN mensajero de SERPING1 se incluyeron 
pacientes diagnosticados previamente de angioedema hereditario tipo I y tipo II debido 
a mutaciones puntuales en heterocigosis. Los pacientes incluidos podían estar en 
tratamiento profiláctico con andrógenos atenuados en el momento de la extracción de la 
muestra.  
Se recogieron muestras de 24 individuos sanos que también fueron 
caracterizados bioquímica y molecularmente para descartar angioedema hereditario por 
deficiencia de C1INH. Estos individuos constituyeron el grupo control. 
4.1.1. Población estudiada 
 Análisis de expresión del ARN mensajero de SERPING1 
El grupo de pacientes seleccionados para cuantificar niveles de expresión de 
C1INH total estaba constituido por 30 individuos. 22 pacientes estaban diagnosticados 
de AEH-C1INH tipo I (9 de ellos se encontraban bajo profilaxis a largo plazo con 
andrógenos atenuados en el momento de la inclusión en el estudio (ver Tabla 2). De los 
8 pacientes con AEH-C1INH tipo II, 3 estaban siendo tratados con andrógenos 
atenuados y/o antifibrinolíticos como profilaxis a largo plazo (ver Tabla 2). Estas 
cuantificaciones fueron comparadas con los niveles de expresión del grupo control. 
Tabla 2: Distribución de pacientes con AEH-C1INH incluidos en la cohorte del estudio de la expresión del ARN 
mensajero de SERPING1 
Pacientes TIPO AEH TTO CAMBIO 
Nº  
(tto./no tto.) 
controles 
30 
Tipo I 
22 
9 tto / 
13 no tto 
Parada prematura 4 (2/2) 
24 
Cambio de 
aminoácido 
8 (3/5) 
Splicing 8 (3/5) 
Cambio de pauta 
lectura 
2 (1/1) 
Tipo II 
8 
3 tto / 
5 no tto 
Cambio de 
aminoácido 
8 (3/5) 
Tto: tratamiento. En la columna Nº (tto/no tto) se indica el número total de pacientes por cada tipo de mutación 
y, entre paréntesis se indican los pacientes con tratamiento (tto), seguido de los pacientes sin tratamiento (no 
tto) 
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 Análisis de expresión del splicing alternativo del exón 3 de 
SERPING1 
El análisis de la expresión de la variante sin exón 3 (en adelante variante corta) y 
la variante con exón 3 (en adelante, variante completa) del gen SERPING1 se realizó en 
32 pacientes con AEH-C1INH. 
Aproximadamente, un tercio eran pacientes que presentaban AEH-C1INH tipo 
II. De ellos, 3 estaban en tratamiento en el momento de la extracción de la muestra (ver 
Tabla 3).  
De los 22 pacientes incluidos en la cohorte con AEH-C1INH tipo I, la mitad se 
encontraban en profilaxis a largo plazo con andrógenos atenuados en el momento de la 
extracción de la muestra (Tabla 3). Como grupo control se seleccionaron 25 donantes 
sanos. 
Tabla 3: Distribución de pacientes con AEH incluidos en la cohorte del estudio de la expresión de 
variantes de SERPING1. 
 
4.2. Extracción de ADN y ARN 
Tanto el ADN como el ARN fueron extraídos a partir de 10 ml de sangre 
periférica obtenidos por punción venosa en tubo con el anticoagulante EDTA. 
En el caso de la extracción de ADN se siguieron las instrucciones del fabricante 
del kit de Puregene (Gentra systems, Minneapolis, MN). Las muestras de ADN fueron 
almacenadas a -20 ºC hasta su uso. 
El ARN total procedente de células mononucleares de sangre periférica 
(PBMCs) fue extraído por medio del kit QIAamp RNA Blood Midi Kit (Qiagen, 
Hilden, Germany), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para determinar la 
Pacientes 
TIPO 
AEH 
TTO CAMBIO 
Nº CASOS 
(tto/ no tto) 
Controles 
32 
Tipo I 
11 tto / 
11 no tto 
Parada prematura 4 (2/2) 
25 
Cambio de aminoácido 7 (3/4) 
Splicing 6 (4/2) 
Cambio de pauta lectura 5 (2/3) 
tipo II 
4 tto / 
6 no tto 
Cambio de aminoácido 10 (4/6) 
Tto: tratamiento. En la columna Nº (tto/no tto) se indica el número total de pacientes por cada tipo de mutación y, 
entre paréntesis se indican los pacientes con tratamiento (tto), seguido de los pacientes sin tratamiento (no tto) 
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concentración y pureza del ARN se utilizó el cociente entre la medida de la densidad 
óptica (D.O.) a 260 y a 280 nm. Posteriormente, cargando 1 µgr. de ARN en un gel de 
agarosa 1% y DEPC al 0.01%, se comprobó la integridad de los ARN extraídos. El 
material utilizado para la formación del gel y la cubeta fueron lavados previamente con 
agua con DEPC al 0,01%, enjuagados con agua oxigenada al 3% y dejado secar al aire 
tras un último lavado con etanol al 70 %. Las muestras se almacenaron a -80 ºC hasta su 
utilización. 
4.3. PCR cuantitativa para la detección del ARNm de SERPING1 
4.3.1. Trascripción inversa (RT) 
El ADN complementario (ADNc) fue generado a partir de 1 μg de ARN total de 
sangre periférica utilizando el enzima SuperScript II RT (50 unidades/l) y cebadores 
aleatorios incluidos en el kit SuperScriptII First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(Invitrogen, Carlsbad, California) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
4.3.2. PCR a tiempo real 
A diferencia de la PCR convencional, en la que se analizan los productos finales 
de reacción, la técnica de PCR en tiempo real (o cuantitativa) está fundamentada en el 
análisis de la cinética de reacción y en la detección de moléculas de ADN presentes en 
cada ciclo de amplificación y durante la fase exponencial de la reacción.  
La determinación de las moléculas de ADN se basa en la correlación entre la 
cantidad de producto de la PCR en cada ciclo y la señal de intensidad de fluorescencia 
emitida por marcadores fluorescentes del ADN incluidos en la mezcla de reacción.  
Entre los marcadores fluorescentes del mercado se eligió SYBR Green I. Esta 
molécula tiene afinidad por el ADN y se intercala en la doble cadena emitiendo 
fluorescencia creciente en cada ciclo de PCR. El ciclo en el cual la intensidad de 
emisión del fluocromo aumenta diez veces respecto al ruido de fondo se conoce como 
ciclo umbral (Ct, Cycle threshold). El valor de Ct es inversamente proporcional al 
número de copias de la región diana a amplificar presentes al inicio de la reacción, por 
lo tanto, a mayor número de copias de mensajero (variante) en el comienzo de la 
reacción menor será el valor de Ct obtenido. 
Para la cuantificación de los niveles de expresión de C1INH se recurrió a un 
método relativo. Este permite estimar la cantidad de ADNc de partida en una muestra 
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problema interpolando los valores de Ct obtenidos en una curva patrón generada a partir 
de diluciones seriadas de una muestra de concentración arbitraria. Para minimizar las 
variaciones de la técnica, la cuantificación de la expresión del gen de interés se 
normaliza en relación a los valores obtenidos tras la cuantificación, en la misma 
muestra, de un  gen de referencia con expresión constante (constitutivo). El gen de 
referencia elegido para normalizar la expresión del gen de interés fue la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Este gen se expresa en todas las células de sangre 
periférica lo que permitiría normalizar sobre la población total de células 
mononucleadas de sangre periférica. Además, en los análisis iniciales no se observaron 
variaciones en las mediciones de  GAPDH. 
Todas las cuantificaciones fueron realizadas a partir de una curva patrón de 
diluciones seriadas de una muestra de donante sano a la que se le asignó un valor 
arbitrario (1µg de ADNc total). 
Para establecer la variabilidad inter-ensayo, todas las muestras fueron 
cuantificadas por triplicado: se llevaron a cabo dos mediciones en un primer ensayo y 
una tercera medición en un ensayo independiente.   
Idealmente, durante la fase exponencial, cada ciclo de amplificación de PCR 
duplica la muestra de partida, lo que significa que el rendimiento, o eficiencia, es de 2. 
La eficiencia puede ser calculada a partir de la pendiente de una curva patrón aplicando 
la siguiente fórmula: 
   E=10
(-1/pendiente)
 
La eficiencia puede verse influida por diversos factores, como el diseño de los 
cebadores o el tamaño del amplificado. Este aspecto supuso que las cuantificaciones 
realizadas fueron incluidas en el estudio solo cuando la eficiencia de la curva patrón 
estuviese comprendida en el rango 1.8 - 2.2, tanto en el caso de C1INH (SERPING1) 
como en el de GAPDH. Al obtener la misma eficiencia en ambas amplificaciones, 
podríamos aplicar la ecuación: 
 
 
Por otro lado, cuando en una PCR a tiempo real se recurre a un fluorocromo con 
afinidad por doble cadena de ADN, se pueden utilizar las curvas de disociación o 
desnaturalización para conocer la pureza del amplificado. Así, siempre que el 
                                                               Ctdiana  
           [Concentración gen diana]= 
                                                              Ct referencia 
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amplificado de la reacción sea único, se observará una temperatura en la cual la 
fluorescencia detectada será mínima.  
De esta forma, la técnica de PCR a tiempo real nos permite conocer tanto la 
concentración de partida como la pureza de la amplificación en un único proceso. 
4.3.3. Cebadores utilizados para técnicas de PCR a tiempo real 
 Análisis de expresión de SERPING1  
Para la detección de la expresión de C1INH se recurrió a los cebadores 
diseñados por Pappalardo y colaboradores (Pappalardo et al., 2004) (ver Tabla 4) donde 
el cebador en sentido directo se localizaba en mitad del exón 6, mirentras que el cebador 
en sentido reverso se localizaba a caballo entre el final del exón 6 y princpio del exón 7 
del gen SERPING1 [MIN*606860]. El tamaño del intrón 6 (5.169 pb) permitió 
amplificar sólo ARN y evitar el efecto de la contaminación con ADN genómico (Bustin 
et al., 2009). Además, la mayoría de los pacientes incluidos en el estudio no presentaban 
mutaciones en esta región, de manera que la fluorescencia detectada se debió sólo a los 
niveles del ARN mensajero de SERPING1 presente en las células de sangre periférica 
de los individuos estudiados. El factor último que influyó en el diseño de los cebadores 
fue la ausencia, en la bibliografía y las bases de datos consultadas, de ninguna variante 
alternativa específica de tejido con ausencia de estos exones, de manera que esta región 
cumplía con la finalidad de cuantificar todo el ARN mensajero de C1INH. 
Mediante el programa en línea Primer3Plus www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/ se diseñaron los cebadores para el gen normalizador 
siguiendo el mismo criterio que en el gen SERPING1. La Tabla 4 muestra los cebadores 
utilizados indicando la posición en la secuencia diana utilizada. 
 
Tabla 4: Cebadores utilizados en el análisis de la expresión del ARN mensajero de SERPING1 y GAPDH. 
Región 
diana 
Cebador Secuencia cebadores (tamaño) POSICION 
Sec. referencia 
(Núm acceso) 
SERPING1 
SERPING1-6-directo 
5´-CCCATGATGAATAGCAAGAAGTACC-3´  
(25 ntos) 
1158-1182 
NM_000062.2 
SERPING1-6,7-reverso 
5´-GCTGCAGCTGCCCCACCTTGGCTT-3´ 
(24 ntos) 
1213-1236 
GAPDH 
GAPDH-directo 
5´- TCCTGCACCACCAACTGCTTA-3’ 
(21 ntos) 
639-659 
NM_002046.5 
GAPDH-reverso 
5´-ACCACCCTGTTGCTGTAGCC-3’ 
(20 ntos) 
1143-1162 
En la secuencia del cebador en sentido reverso de SERPING1 se han diferenciado la región de cada exón utilizando el estilo cursiva en 
la secuencia de hibridación con el exón 7 
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 Análisis de expresión del splicing alternativo del exón 3 
Con la finalidad de cuantificar la expresión de dos variantes producidas durante 
la maduración del ARN mensajero (variante completa/ variante sin exón 3) de forma 
independiente, se diseñaron cebadores específicos de secuencia para cada variante con 
el programa en línea Primer3Plus. Para la detección específica de la variante completa, 
el cebador en sentido directo hibridaría en la conexión de los exones 2 y 3, mientras que 
el cebador en sentido directo para la variante corta requirió una hibridación en la 
conexión entre los exones 2 y 4 (Figura 7).  
Como en el análisis de los niveles de expresión del mensajero total en PBMCs, 
el gen de referencia elegido fue GAPDH. La Tabla 5 muestra la secuencia de cebadores 
y la posición de los mismos en la secuencia diana. 
Tabla 5: Lista de cebadores utilizados en el análisis de expresión de las variantes de splicing. 
Región 
diana Cebador Secuencia cebador POSICION 
Secuencia de 
referencia 
(Núm de acceso) 
Variante 
completa 
SERPING1-2,3-directo 5´-GCTGGGGATAGAGCCTCCT-3´ (19 ntos) 237-255 
NM_000062.2 
SERPING1-5-reverso 5´-GGGGCTGCTGCTGTACAGGG-3´ (20 ntos) 916-935 
Variante 
corta 
SERPING1-2,4-directo 5´-TGGCTGGGGGGCTGGGGAGAA-3´ (21 ntos) 235-242/ 742-
754 NM_000062.2 
SERPING1-5-reverso 5´-GGGGCTGCTGCTGTACAGGG-3´ (20 ntos) 916-935 
GAPDH 
GAPDH-directo 5´- TCCTGCACCACCAACTGCTTA-3´ (21 ntos) 639-659 
NM_002046.5 
GAPDH-reverso 5´-ACCACCCTGTTGCTGTAGCC-3´(20 tos) 1143-1162 
En la secuencia de nucleótidos del cebador que se une en sentido directo en cada variante se ha identificado la secuencia de hibridación con 
el final del exón 2 utilizando el estilo cursiva. Para el cebador en sentido directo diseñado para la variante corta se ha indicado en la 
columna de localización en la secuencia de referencia las posiciones de hibridación en el exón 2 y del exón 4 separadas por una barra 
inclinada  
Figura 7: Disposición de los cebadores específicos de las variantes en el ARN mensajero NM_000062.2. En el 
diseño del ensayo, el cebador reverso hibrida en la misma región del exón 5 para ambas variantes (punta de flecha 
negra). La detección específica de cada variante se debe a la región de hibridación de los cebadores directos: final del 
exon 2 y comienzo del exón 3 para la variante completa (flecha amarilla), final del exon 2 y comienzo del exón 4 
para la detección de la variante sin exon 3 (flecha naranja en variante corta). El exón 3 es el que diferencia una 
variante de la otra, por eso se ha representado en otro color (rojo). 
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4.3.4. Desarrollo de la PCR cuantitativa 
Para el desarrollo de estos análisis, se adaptó el protocolo de PCR en tiempo real 
a la química del intercalador SYBR Green I y el termociclador Light Cycler 1.5 (Roche 
Applied Science). 
 Análisis de la expresión de SERPING1  
La mezcla de la reacción contenía 3,125 mM de MgCl2, 0.5 pmol/µl de cebadores, 1X 
Light Cycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Applied Science) y 1 µg de 
ADNc. En la Tabla 6 se muestran las condiciones de PCR para las amplificaciones. 
Tabla 6: Condiciones de PCR a tiempo real utilizadas en la cuantificación de la expresión de C1 inhibidor 
Gen Activación Desnat. Hibridación Extensión Adquisición  Curva disociación 
SERPING1 
 ------------------------------------40 ciclos-----------------------------------------  
95 ºC,  
10 min. 
95 ºC, 
 10 sec 
63 ºC, 10sec 72 ºC, 10sec 72 ºC 10 sec 65 ºC-95 ºC 
GAPDH 
 ------------------------------------40 ciclos-----------------------------------------  
95 ºC,  
10 min. 
95 ºC, 
10sec 
63 ºC, 10sec 72 ºC, 10sec 79 ºC, 10 sec 65 ºC-95 ºC 
 
 Análisis de expresión del splicing alternativo del exón 3 
La mezcla de reacción contenía 3,75 mM de MgCl2, 0,5 pmol/µl de cebadores, 
1X Light Cycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Applied Science) y 1 µg 
de ADNc. En la Tabla 7 se muestran las condiciones de PCR para las amplificaciones. 
Tabla7: Condiciones de PCR a tiempo real utilizadas en la cuantificación de la expresión de las variantes de 
SERPING1 y GAPDH. 
Gen Activación Desnat. Hibridación Extensión Adquisición  Curva disociación 
Variante corta 
 ------------------------------------40 ciclos-----------------------------------------  
95 ºC,  
10 min. 
95 ºC, 
10sec 
69 ºC, 10sec 72 ºC, 10sec 72 ºC 10 sec 65ºC-95 ºC 
Variante 
completa 
 ------------------------------------40 ciclos-----------------------------------------  
95 ºC,  
10 min. 
95 ºC, 
10sec 
63 ºC, 10sec 72 ºC, 10sec 72 ºC 10 sec 65ºC-95 ºC 
GAPDH 
 ------------------------------------40 ciclos-----------------------------------------  
95 ºC,  
10 min. 
95ºC, 
10sec 
63 ºC, 10sec 72 ºC, 10sec 79 ºC, 10 sec 65ºC-95 ºC 
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5. ANALISIS ESTADISTICO  
Mediante el Coeficiente de Correlación Intra-clase (ICC) se valoró la 
variabilidad de las tres mediciones en la misma muestra y mismo gen. Dicho coeficiente 
nos permitiría valorar la reproducibilidad inter-ensayo teniendo en cuenta que las dos 
primeras mediciones en cada paciente fueron realizadas en un primer experimento y la 
tercera medición se realizó en un segundo ensayo independiente. 
Para analizar la inferencia de los datos agrupados por la variable "tener 
mutación" o "no presentarla" se aplicó el test Shapiro-Wilk. Debido a que los datos no 
presentaban una distribución normal o de homogeneidad de varianzas se aplicaron test 
no-paramétricos. Así, para las comparaciones entre dos grupos se aplicó el test de U 
Mann-Whitney. En las comparaciones múltiples, se aplicó el test estadístico de Kruskal-
Wallis. De este modo, se podría conocer la existencia de diferencias entre las medianas 
de los niveles de expresión de los tres grupos. Como método Post hoc se aplicó el test 
de Dunn para las comparaciones dos a dos entre los tres grupos. 
Los diferentes test estadísticos se llevaron a cabo utilizando la aplicación 
GraphPad Prism versión 5.00 para Windows, (GraphPad Software, San Diego 
California USA, www.graphpad.com). 
6. AISLAMIENTO DE POBLACIONES CELULARES EN CONTROLES 
Diferentes autores indican que la capacidad de los monocitos de secretar C1INH 
podría tener importancia a nivel localizado (Vinci et al., 2002, Duponchel et al., 2006). 
Por eso, nos propusimos conocer la expresión de C1INH total y de ambas variantes en 
respuesta a estímulo con INF-γ en la población monocítica de individuos sanos. 
6.1. Población estudiada 
Se aislaron las poblaciones monomorfonucleadas de sangre periférica de cuatro 
donantes sanos de la población española mediante separación inmunomagnética. 
Los resultados obtenidos inicialmente mediante la separación inmunomagnética 
requirieron de la obtención de elevadas purezas. Esta condición disminuía el 
rendimiento de células en cada población haciendo difícil el desarrollo de los estudios 
moleculares posteriores.  
La separación celular por citometría de flujo (sorting) es una metodología que 
permite obtener altos niveles de pureza a la vez que la obtención de un número 
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adecuado de células de las poblaciones celulares específicas y de baja presencia en 
sangre periférica. Se solicitó, entonces, la participación en el estudio a dos de los cuatro 
donantes sanos que habían sido estudiados por separación inmunomagnética y poder 
validar los datos con la separación por citometría de flujo. 
6.2. Extracción de muestras y obtención de suspensión leucocitaria 
La formación de gradiente de densidad con ficoll es una técnica ampliamente 
utilizada para la obtención de las poblaciones leucocitarias monomorfonucleares de 
sangre periférica. Se debe a que aprovecha las diferencias de densidad entre cada tipo 
celular permitiendo obtenerlas de forma rápida. 
Se extrajeron 50 ml de sangre periférica en heparina de litio por punción venosa 
a los donantes sanos. La sangre extraída se diluyó ½ en una solución tampón fosfato 
salina (NaCl 137mM, KCl 2.7mM NaHPO4 10mM, KH2PO4 1.8mM y pH 7.2) (en 
adelante PBS) y se centrifugó durante 30 minutos a 400x g a temperatura ambiente en 
un gradiente en Ficoll-Histopaque (Ficoll-paque, GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Suecia) sin acelaracion, ni freno. Bajo este procedimiento se recogieron las células de la 
serie blanca monomorfonucleadas del sedimento localizado sobre la fase de ficoll, y se 
lavaron dos veces con solución salina (PBS). 
Para calcular la viabilidad celular se siguió el método de tinción con azul tripán 
(colorante de exclusión) en una cámara hemocitométrica de Neubahuer. El cálculo de la 
viabilidad permitió conocer el rendimiento del enriquecimiento de leucocitos que 
oscilaba entre 50 millones y 80 millones de células totales. 
Posteriormente, se obtuvo la formula leucocitaria de cada muestra mediante el 
uso de un contador celular basado en técnica de impedancia (Beckman Coulter), que nos 
permitiría estimar el rendimiento teórico del aislamiento celular. 
6.3. Selección poblacional 
 Selección inmunomagnética 
La separación inmunomagnética es una técnica de aislamiento celular que utiliza 
microesferas magnéticas de 50 µm revestidas de anticuerpos monoclonales dirigidos 
contra antígenos celulares. Con un sistema configurado con un imán y columna 
magnética se aplica el campo magnético sobre la columna. Se hace pasar a través de la 
columna la suspensión de células marcadas con microesfereas y las no marcadas. Con el 
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campo magnético se retienen en la columna las poblaciones de interés unidas a las 
microesferas magnéticas mediante el marcaje con los anticuerpos monoclonales. Las 
poblaciones no marcadas y, por tanto, no unidas a las microesferas eluirán. La posterior 
retirada del campo magnético de las columnas permitirá eluir las poblaciones celulares 
deseadas. De esta forma obtendremos las poblaciones de interés mediante selección 
positiva (Ver Figura 8). 
 
Determinado el número de células obtenidas por centrifugación en gradiente, se 
sedimentaron las células a 300x g durante 10 minutos y el sedimento se resuspendió en 
el tampón de elución (PBS+STF 0.5%) a razón de 80 µl por cada 10
7
 células. Se aplicó 
una suspensión de microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec) unidas a marcadores de 
superficie (ver Tabla 8) a razón de 20 µl por 10
7
 células totales. Se incubó la mezcla 
durante 15 minutos a 4 ºC. Las células marcadas resuspendidas en el tampón de elución 
(500 µl de tampón) se incluyeron en una columna LS unida a un imán de elevada fuerza 
magnética (MidiMACS™ Separator, Miltenyi Biotec) que permitió una selección 
positiva de las poblaciones celulares marcadas por retención en la columna por la fuerza 
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magnética del imán frente al resto de poblaciones eluídas de la columna. La separación 
de la columna del imán permitió eluir la población retenida en la columna. 
Para el aislamiento de la población monocítica se recurrió al kit de microesferas 
marcadas con los anticuerpos para los receptores de superficie CD14 (CD14 
MicroBeads, human, BD Biosciences, San José, CA). La fracción de células eluídas de 
la columna fue incubada con el kit que presentaba anticuerpos para el clúster de 
diferenciación CD19 (CD19 MicroBeads, human, BD Biosciences, San José, CA) que 
nos permitió obtener la población de linfocitos B. Ahora, la fracción no retenida en la 
columna fue incubada  con el kit que contenía las microesferas unidas a anti-CD56/16 
(CD16/CD56 MicroBeads, human, BD Biosciences, San José, CA) recogiendo en este 
paso la población de células Natural Killer (en adelante NK). La última población 
eluída en la columna contenía la población de linfocitos T. 
La Tabla 8 muestra la caracterización fenotípica de las poblaciones obtenidas 
mediante la separación inmunomagnética. 
Con las subpoblaciones así preparadas, se recogieron dos alícuotas con 300.000 
células por población separada que se incubaron durante 15 minutos en oscuridad con 
los anticuerpos monoclonales. La primera alícuota se marcó con el siguiente panel de 
anticuerpos marcados con distintos fluorocromos: anti-CD14-PercP, anti-CD19-APC, 
anti-CD3-FITC y anti-CD16/56-PE (BD Biosciences, San José, CA). La segunda 
alícuota se marcó con anti-CD45-APC (BD Biosciences, San José, CA). El análisis de 
la pureza en las poblaciones celulares aisladas se realizó con un citómetro de flujo BD 
FACSCalibur™ (BD Biosciences, San José, CA) y configuración óptica de cuatro 
colores. Sólo poblaciones con pureza superior al 90% fueron aceptadas. 
El análisis de los datos se realizó mediante una estrategia de análisis jerárquico 
con el software CellQuestPro 3.7® (BD Biosciences, San José, CA) para Macintosh®.  
Tabla·8: Fenotipo de poblaciones a estudiar 
Marcaje / 
Población 
CD14  CD16/56   CD3 CD41 CD19 CD45 
MØ   +   -   -   -   -   + 
MØ-plaquetas   +   -   -   +   -   + 
Linf. T   -   -   +   -   -   + 
Natural Killer   -   +   -   -   -   + 
MØ: población monocítica 
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 Aislamiento por citometría de flujo 
Las plaquetas y micropartículas de plaquetas (PMPs) participan en la regulación 
de la activación de la vía clásica del sistema del complemento liberando C1INH a través 
de gránulos  α (Blair and Flaumenhaft, 2009, Coppola et al., 2002, Harrison and 
Cramer, 1993, Yin et al., 2008). Esta población, cuando es activada, tiende a formar 
agregados con leucocitos (Cerletti et al., 2012, Hamad et al., 2012). Por esta razón, la 
presencia residual de población plaquetaria o gránulos α debía ser tenida en cuenta en el 
momento de la separación por citometría de flujo y no se tuvo en cuenta en las 
selecciones positivas realizadas mediante separación inmunomagnética. En cambio, en 
la separación de poblaciones celulares por citometría de flujo se realizaron estudios 
previos con diferentes abordajes de aislamiento celular para la obtención de células 
monomorfonucleadas libres de la fracción megacariocítica. 
El abordaje técnico establecido partía de 40 ml de sangre periférica en el 
anticoagulante heparina de litio por punción venosa que se centrifugó a bajas 
revoluciones (152x g) durante 10 minutos a temperatura ambiente, sin freno ni 
acelerador. Tras este  tiempo se obtuvieron tres fracciones:  
- Plasma rico en plaquetas (parte superior del tubo). 
- Leucocitos con plaquetas (anillo intermedio del tubo). 
- Eritrocitos y reticulocitos (parte inferior del tubo). 
La fracción que contenía la serie blanca (anillo intermedio) se recogió en un 
nuevo tubo y se le adicionó PBS hasta obtener un volumen igual al extraído (40 ml). 
Una vez eliminada la mayor parte de la población plaquetaria, se siguió el protocolo de 
separación de PBMCs con Ficoll-Histopaque. 
La viabilidad celular se valoró mediante citometría de flujo incorporando a la 
muestra el colorante vital yoduro de propidio. Este estudio se realizó también en los 
ensayos de puesta a punto de la separación por citometría realizados para testar la 
técnica y comprobar que durante la fase de separación celular (sorting) no se producía 
apoptosis celular. 
Conocida la fórmula leucocitaria, las células se concentraron por centrifugación. 
Se descartó el sobrenadante y se prepararon para la separación por citometría de flujo. 
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Se utilizó un separador celular digital de alta velocidad FACSARIA II 
configurados con dos láseres (azul de 488 nm y rojo de 633 nm) y configuración óptica 
de 7 detectores ópticos, que permiten la cuantificación de la expresión de hasta 9 
parámetros de emisión de fluorescencia a la vez, además de los parámetros de tamaño y 
complejidad celular. En la Figura 9 se ilustra el fundamento de la separación por 
citometría de flujo. 
 
Para este proceso, el sedimento de células se resuspendió en tampón de 
citometría de flujo (PBS con EDTA 3 mM y suplementado con suero de ternera fetal 
(STF) al 3%) a razón de 10
6
 células/300 µl en tubos estériles. Las células resuspendidas 
se marcaron con anticuerpos monoclonales validados por titulación en concentración y 
fluorescencia para citometría. El panel utilizado fue: antiCD14 FITC, anti-CD16/56 PE, 
anti-CD19 PercP Cy5.5, anti-CD41 APC y anti-CD3 APC-C750. Estos marcadores de 
superficie nos permitieron conocer el porcentaje de expresión de cada linaje celular y 
estimar el rendimiento de la separación. En la Tabla 9 se indican los marcadores de 
superficie diana para cada población de interés. 
  
Figura 9: Fundamento de la separación por citometría de flujo. La dispersión de la luz de cada célula 
determina el tamaño y complejidad (FSC-A, SSC-A). El marcaje en superficie permite discriminar entre tipos 
celulares de tamaño y complejidad similares. 
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Las poblaciones positivas fueron recogidas en medio RPMI-1640 (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), que es un medio de cultivo con alto contenido en 
fosfatos, al que se le suplementó con suero de ternera fetal al 3% en tubos estériles para 
citometría, y se sembraron a razón de 10
6 
células/ml en medio RPMI 1640 al 10% de 
STF y se les sometió a un tiempo de descanso (resting) de 16 horas de duración. 
Transcurrido ese tiempo de procedió a la estimulación con citoquinas. 
6. 4 Estimulación de células con IFN-γ 
IFN-γ es una citoquina proinflamatoria potente y ampliamente estudiada su 
implicación en la activación del sistema del complemento in vitro (Falus et al., 1990a, 
Heda et al., 1990, Katz and Strunk, 1989, Lappin et al., 1992, Lotz and Zuraw, 1987). 
Tanto en la separación inmunomagnética como por citometría de flujo se 
recurrió a la estimulación con IFN-γ para el estudio de respuesta inflamatoria. 
Se estimularon cada una de las poblaciones aisladas por ambas técnicas de 
separación con 10 ng/ml de IFN-γ durante 24 horas a razón de 106 células/ml de RPMI-
1640 y un 10% de suero de ternera fetal (STF). La misma densidad de células se 
mantuvo sin la citoquina durante las 24 horas de estímulo. 
Como en la separación por citometría de flujo se obtuvieron rendimientos 
mayores, se pudo incluir un punto de recogida muestra con y sin IFN-γ a 48 horas.  
6. 5 Extracción de ARN 
Transcurrido el tiempo de estimulación, se aislaron las células por centrifugación 
para la obtención de ARN para el estudio de la expresión de SERPING1, y el 
sobrenadante se almacenó para posteriores estudios funcionales. 
Para la extracción de ARN se utilizó el método de tiocianato de guanidinio-
fenol-cloroformo con el reactivo TRIzol (InvitrogenTM, Life Techonologies, Carlsbad, 
CA) de Chomczynsky (Chomczynski and Sacchi, 1987, Chomczynski, 1993, 
Tabla·9: Fenotipo de poblaciones a estudiar 
Marcaje / 
Población 
CD14 FITC CD16/56 PE,  CD3 APC-C750 CD41 APC  CD19 PercP Cy5.5 
MØ     +    -         -      -          - 
MØ-plaquetas     +    -         -      +          - 
Linf. T      -    -        +      -         - 
Natural Killer      -   +        -      -         - 
MØ: población monocítica. Linf.: linfocitos  
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Chomczynski and Sacchi, 2006, Hummon et al., 2007). Este método basado en una 
solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidino permite el lisado de las células 
protegiendo al ARN de la acción de la RNasas liberadas durante la lisis celular. 
La adición y homogenización de Trizol (750 µl/10
6
 células) al sedimento de 
células libres de sobrenadante permitió la liberación de ARN al medio. Posteriormente 
se adicionó cloroformo (1/2 volumen de Trizol) al homogenizado. Tras la 
homogenización de ambos reactivos y posterior centrifugación (10.000 rpm durante 15 
minutos a 4º C) se obtuvo la separación de la muestra en dos fases: 
- Fase acuosa superior: Contiene el ARN. 
- Fase orgánica inferior: Contiene el ADN y las proteínas desnaturalizadas. 
Se transfirió la fase acuosa a un tubo de 1.5 ml y se adicionaron 350 µl de 
isopropanol para la precipitación de ARN por centrifugación a 10000 rpm durante 10 
minutos a 4 ºC. El precipitado se lavó con etanol al 75 % (750µl) y se centrifugó a 
10.000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC (2 veces). Posteriormente, el precipitado se secó 
durante 10 minutos y por último se resuspendió en 30 µl de agua estéril con DEPC al 
0,1% 
Este método robusto permite obtener el máximo rendimiento de ácido 
ribonucleico, además de obtener material genómico y material proteico de origen 
intracelular necesario para estudios funcionales posteriores. 
Para testar la integridad, pureza y concentración (ng/µl) del ARN extraído se 
recurrió a la medida de la densidad óptica (OD) a 260 nm y 280 nm medidos en un 
espectrofotómetro NanoDrop® D-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Estados 
Unidos). 
Con las muestras de ARN recogidas de cada población obtenida mediante 
separación inmunomagnética, o separación por citometría de flujo, se analizaron los 
niveles de mensajero total de C1INH en las poblaciones celulares bajo estímulo con 
IFN-γ siguiendo el protocolo establecido para PBMCs de pacientes de angioedema 
hereditario por deficiencia de C1INH 
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7. ESTUDIO DE EXPRESION DE SERPING1 EN SANGRE PERIFERICA 
7.1. Población estudiada 
Para el análisis de la expresión del mensajero de SERPING1 se recogió muestra 
de 30 individuos con AEH causado por mutaciones puntuales. En el proceso de 
caracterización molecular de los individuos se diagnosticaron tres familias con cambios 
no descritos hasta el momento que han sido recogidos en dos publicaciones (de la Cruz 
et al., 2012, López-Lera et al., 2011). En la Tabla 10 se muestran las mutaciones de los 
individuos incluidos en la serie de pacientes. 
Tabla 10: Pacientes estudiados en el análisis de expresión total de SERPING1.             
Pac. Ex. Cambio ADNc 
HGVS 
Cambio proteína 
Tradicional 
Predicción 
efecto 
Tipo 
AEH 
Tratamiento 
DA 2 c.51+3A>G  Splicing I SI 
BN 3 c.270delC Thr69fsX57 C. pauta lectura I NO 
AG 3 c.512C>T Pro149leu Cambio aa I SI 
D 3 c.550+2T>C   Splicing I NO 
M 3 c.550+5G>C - Splicing I SI 
AZ 3 c.550G>A Gy162Arg Splicing I NO 
BI 3 c.550G>A Gy162Arg Splicing I SI 
FN 3 c.550G>A Gly162Arg Splicing I NO 
BM 4 c.578T>C  Leu171Pro Cambio aa  I NO 
FF 4 c.614G>A  Cys183Ser Cambio aa I SI 
DY 5 c.686-3C>G - Splicing I NO 
AI 6 c.990C>G  Tyr308Stop Stop prematuro I NO 
GM 7 c.1033 G>A  Gly323Arg Cambio aa I NO 
GO 7 c.1048T>C  Ser328Pro Cambio aa I NO 
O 7 c.1226T>C Met387Thr Cambio aa I NO 
B 7 c.1249+2delT - Splicing I NO 
BW 8 c.1328 A>G  His421Arg Cambio de aa I NO 
GI4 8 c.1331T>C  Leu425Pro Cambio aa I/II SI 
Y 8 c.1350dupA Glu429ArgfsX22 C. pauta lectura I NO 
I 8 c.1367C>A  Ala434Gln Cambio aa II SI 
ED 8 c.1396C>A Arg444His Cambio aa II NO 
FT 8 c.1396C>G Arg444Gly  Cambio aa II SI 
EH 8 c.1396C>G  Arg444Gly Cambio aa II NO 
GY 8 c.1396C>G  Arg444Gly  Cambio aa II NO 
DT 8 c.1396C>T  Arg444Cys Cambio aa II SI 
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Tabla 10 continuación 
DT5 8 c.1396C>T  Arg444Cys Cambio aa II NO 
BL3 8 c.1399A>C  Thr445Pro  Cambio aa II NO 
AP 8 c.1480C>T Arg472Stop Stop prematuro I NO 
DR 8 c.1480C>T Arg472Stop Stop prematuro I SI 
Q 8 c.1480C>T Arg472Stop Stop prematuro I SI 
Pac: paciente estudiado. Ex: exón. HGVS: Human genome variation society  ADNc: ADN codificante. 
7.2. Análisis de la expresión de SERPING1 en pacientes con AEH 
Para cada individuo se realizaron tres mediciones, tanto de la expresión del 
mensajero de SERPING1, como del gen constitutivo GAPDH (gliceraldehido-3-fosotato 
deshidrogenasa). Mediante una curva patrón con cinco diluciones seriadas de un 
donante sano, se calculó el número de copias relativas del gen de interés y del gen 
constitutivo para cada individuo. El valor de expresión de SERPING1 fue normalizado 
por la cuantificación relativa de la expresión del gen constitutivo para minimizar las 
variaciones debidas a la técnica. Posteriormente, la normalización sufrió una 
transformación tal y como se indica en la siguiente ecuación: 
                       
                   
                              
Los datos se agruparon en dos poblaciones (controles y pacientes) que 
presentaron una gran dispersión alejándose en ambas de la distribución normal (p-
valor< 0,0001 para controles, y p-valor=0,0017 en pacientes; test Shapiro-Wilk). 
El primer nivel de comparación mostró una disminución estadísticamente 
significativa del ARN mensajero de SERPING1 en el grupo de pacientes (144,7 [7,846-
624,7]) respecto a controles (377,8 [35,02-5484]) (p-valor=0,0006, test Mann-Whitney), 
(ver Figura 10a). Este perfil de ARN mensajero disminuido en pacientes respecto a 
donantes sanos ha sido observado también en otros trabajos (Donaldson and Evans, 
1963, Pappalardo et al., 2000, Pappalardo et al., 2003, Pappalardo et al., 2004, Cicardi 
et al., 2014). 
Un análisis más detallado evidenció diferencias estadísticamente significativas 
en la producción del inhibidor de C1 según el tipo de AEH (p-valor=0,0003). El análisis 
post hoc mediante el test de Dunn matizó las diferencias estadísticamente significativas 
entre los pacientes tipo I (99,49 [7,846-551,3]) y el grupo control (p-valor<0,001). 
(Figura 10b y Tabla 11). 
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Tabla 11: Expresión de SERPING1 en controles y tipos de AEH. 
Grupo Número copias (Mediana [máx.-min.]) Kruskall-Wallis 
Controles  377,8 [35,02-5484]¥ 
0,0003 AEH I  99,49 [7,846-551,3] ¥ 
AEH II 272,9 [104,1-624,7] 
En la tabla se indica el valor de la mediana [mínimo-máximo] en cada grupo. ¥ indica diferencias 
estadísticamente significativas entre ambos por el test de Dunn (p<0,05).  
En nuestra serie de pacientes estaban incluidos tanto pacientes tratados a largo 
plazo como pacientes sin tratamiento. Desde finales del siglo pasado se observó que la 
administración de andrógenos atenuados y/o antifibrinolíticos induce la producción del 
C1INH y disminuye la frecuencia y severidad de los episodios de angioedema 
(Pappalardo et al., 2003, Agostoni et al., 1980b, Sheffer et al., 1987, Agostoni and 
Cicardi, 1992, Agostoni et al., 1980a). Al analizar el efecto del tratamiento, se observó 
que los pacientes tratados presentaban mayor expresión de mensajero total de 
SERPING1 que aquellos que no tenían profilaxis (ver Figura 11 y Tabla 12). Esta 
diferencia fue más marcada en el grupo de pacientes tipo I.  
Tabla 12: Expresión en controles y tipos de AEH en tratamiento o sin tratamiento 
Grupo 
Tratamiento 
Número copias 
Mediana [máx.-min.] 
Sin tratamiento 
Número copia 
Mediana [máx.-mín.] 
Kruskall-Wallis 
Controles   377,8 [35,02-5484]¥ 
0,0003 AEH I  222,1 [19,16-551,3] 66.89[7,846-184,5] ¥ 
AEH II 403,4[179,1.4-624,7] 257.1[104,1-400,8] 
Los valores son expresados en mediana [mínimo-máximo]  ¥ indica diferencias estadísticamente significativas entre 
ambos por  el test de Dunn (p<0,05).  
Figura 10. Niveles de expresión de mensajero de SERPING1 en pacientes con AEH. Los 
gráficos representan el número de copias en medianas [máximo–mínimo] en cada categoría. A) 
Niveles de expresión en pacientes frente controles. B) Niveles de expresión según el tipo de 
angioedema.*  indica los grupos con p-valor <0.05 para los test estadísticos aplicados. 
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7.3. Análisis de expresión por tipo de mutación 
Nuestra cohorte estaba formada mayoritariamente por pacientes tipo I, dos 
tercios del total, pero sólo las mutaciones de splicing (108,9 [7,8-403,4]) y las 
alteraciones que producen un cambio de aminoácido (127,5 [19,16-277,8]) mostraron 
diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control según el test post 
hoc de Dunn. Los pacientes con cambio de la pauta de lectura, con los niveles más bajos 
de expresión de SERPING1, no cumplieron los criterios necesarios para aplicar los 
métodos estadísticos por el tamaño muestral (n=2) de este grupo. En la Figura 12 se 
muestra el porcentaje de expresión de los grupos respecto al grupo control. 
Figura 11. Efecto del tratamiento sobre la expresión de SERPING1 en pacientes con AEH. Los 
gráficos representan el número de copias en medianas [máximo –mínimo] en cada categoría. A) Niveles 
de expresión pacientes en tratamiento y sin tratamiento. B) Niveles de expresión según tratamiento en 
cada tipo de angioedema. * indica los grupos con p-valor <0.05 para los test estadísticos aplicados. 
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Por su parte, el grupo con alteración de codón de parada prematura formado por 
cuatro pacientes (DR, Q, AP y AI), presentó una expresión superior al 50% respecto al 
grupo control. Este comportamiento no parecía concordar con la dominancia negativa 
de la enfermedad descrita por Kramer (Kramer et al., 1993) y otros grupos.  
En los pacientes DR, Q y AP estaba presente el mismo cambio c.1480C>T, 
localizado en el exón 8, pero los niveles de expresión fueron marcadamente menores 
(10%) en el paciente AP. Estos datos eran similares al paciente AI con alteración de 
parada prematura en el exón 6.  
Por su parte, los pacientes DR y Q, con tratamiento a largo plazo, presentaron un 
número de copias (379 copias y 551 copias, respectivamente) muy similares al grupo 
control. Así, la diferencia de expresión dependiente de profilaxis podría explicar los 
valores de la mediana obtenidos para este grupo. 
8. ESTUDIO DE EXPRESION DE VARIANTES DE SPLICING DE SERPING1 
EN SANGRE PERIFERICA 
En la base de datos Ensembl se han recogido doce formas de mensajero producto 
de diferentes patrones de maduración del mensajero de SERPING1. De todos ellos, sólo 
el transcrito ENST00000278407 (NM_000062.2) que codifica para la proteína de 500 
aminoácidos y que contiene el péptido señal completo, por lo que puede ser secretada. 
En 2006, Duponchel describió una variante alternativa de ARN mensajero del 
gen SERPING1 que no contenía el exón 3. Sus datos indicaron que su expresión es 
constitutiva de monocitos de sangre periférica, mientras que en líneas celulares de 
hepatomas esta variante no se detectaba (Duponchel et al., 2006). Dicha variante 
alternativa sin exón 3 no está recogida en ninguna base de datos de transcritos 
consultada (NCBI, UCSC Genome Broswser).  
La ausencia del exón 3, en el caso de que utilizase el mismo codón de inicio que 
la secuencia de referencia NM_000062.2, supone la pérdida de 499 nucleótidos respecto 
de la variante completa y  altera la pauta de lectura produciendo una proteína truncada 
de 43 aminoácidos (p.Asp18Gly fs*26). 
Basándonos en los estudios publicados en 2006, nos propusimos conocer la 
expresión de esta variante específica de células blancas en pacientes con AEH causada 
por cambios puntuales y en donantes sanos. 
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8.1. Análisis semicuantitativo de la expresión de SERPING1 por PCR con 
transcriptasa reversa. 
Se realizó un análisis preliminar a partir de 1 µg de ARN de PBMCs mediante 
transcripción reversa y posterior PCR de los exones 1 al 5 de SERPING1. La secuencia 
de cebadores en la reacción de PCR en sentido directo hibridaba en los ultimos 10 
nucleótidos del exón 1 y lo primeros 11 nucleótidos del exón 2 (5´ 
GAAGTTTGGAGTCCGCTGACG 3´) y el cebador en sentido reverso hibridaba en el 
interior del exón 5 (5´ GGGGCTGCTGCTGTACAGGG 3´). 
El estudio por PCR a tiempo final se realizó en tres pacientes estudiados en el 
apartado 7 (Tabla 10) (GO, Q, y DT5), el paciente  AK con mutación de splicing en el 
exón 3, y el paciente G con mutación de cambio de la pauta de lectura (estos dos 
pacientes no estaban incluidos en la serie anterior), además de un donante sano (C65). 
Tras la migración en un gel de agarosa al 2%, se observó que las mutaciones asociadas a 
AEH-tipo I no presentaban un patrón de expresión homogéneo para ambas variantes. 
Los datos del patrón de expresión de las variantes se muestran en la Figura 13. 
Para llevar a cabo un análisis más detallado se realizaron estudios de 
cuantificación de las variantes en una serie de pacientes más amplia.  
 
Figura 13. Análisis del patrón de expresión de las variantes en diferentes tipos de 
alteraciones mediante PCR por transcripción reversa. El ADNc se obtuvo a partir de 1µgr 
de ARNm total con cebadores aleatorios. Posterior amplificación con cebadores específicos 
exones 1 al  5. Migración en Agarosa 2%. 1: Marcador de ADN de 100 pb de tamaño 2: 
Control sano (C65); 3: AK con mutación de splicing (c.550G>C, exón 7); 4: GO mutación 
cambio de aminoácido (c.1048T>C, exón 8); 5: DT5, mutación en centro activo (c.1396T>C, 
exón 8); 6: G, mutación de cambio pauta de lectura (c.291_295del, exón 3); 7: Q mutación de 
parada prematura (c.1480C>T, exón 8). 
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8.2. Población estudiada. 
En la serie de pacientes se incluyeron 32 individuos con mutaciones puntuales 
distribuidas a lo largo del gen que han sido recogidas en la Tabla 13. 
Tabla 13: Pacientes estudiados en el análisis de expresión de variantes de splicing de SERPING1 
Pac. Ex. Cambio ADNc 
HGVS 
Cambio proteína 
Tradicional 
Predicción efecto Tipo 
AEH 
Tratamiento 
FP 2   c.51+3A>G  Splicing I NO 
FU 3  c.267delA GLn63fs59 C. pauta lectura I No idea 
BN 3  c.270delC Thr69fsX57 C. pauta lectura I NO 
G 3  c.291_95del Gln75fsx34 C. pauta lectura I NO 
FJ 3  c.473C>G Arg136Stop Stop prematuro I SI 
AG 3 c.512C>T Pro149Leu Cambio aa I SI 
J 3  c.550+5G>C  Splicing I SI 
M 3  c.550+5G>C  Splicing I SI 
AK 3  c.550G>C Gly162Arg Splicing I SI 
AZ 3  c.550G>C Gly162Arg Splicing I NO 
BI 3  c.550G>C Gly162Arg Splicing I SI 
FF 4  c.614G>A Cys183Ser Cambio aa I SI 
GE 4 c.669_670del Gln201Hisfs*33 C. pauta lectura I SI 
K 5  c.795G>A Trp243Stop Stop prematuro I No idea 
K3 5  c.795G>A Trp243Stop Stop prematuro I No idea 
GM 7 c.1033 G>A Gly323Arg Cambio aa I NO 
GO 7 c.1048T>C Ser328Pro Cambio aa I NO 
O 7 c.1226T>C Met387Thr Cambio aa I NO 
GI4 8 c.1331T>C Leu425Pro Cambio aa II/I SI 
Y 8 c.1350_1351insA Glu429fs*22 C. pauta lectura I NO 
I 8 c.1367C>A Ala434Gln Cambio aa II SI 
AA 8 c.1396C>T Arg444Cys  Cambio aa II NO 
DT 8 c.1396C>T Arg444Cys Cambio aa II SI 
DT5 8 c.1396C>T Arg444Cys Cambio aa II NO 
ED 8 c.1396C>T Arg444Cys Cambio aa II NO 
EH 8 c.1396C>T Arg444Cys Cambio aa II NO 
EH3 8 c.1396C>T Arg444Cys Cambio aa II NO 
FT 8 c.1396C>T Arg444Cys Cambio aa II SI 
FK 8 c.1397G>A Arg444His Cambio aa II NO 
BL3 8 c.1399A>C Thr445Pro Cambio aa II SI 
Q 8 c.1480C>T Arg472Stop Stop prematuro I SI 
FQ 8 c.1493C>T Pro476Thr Cambio aa I NO 
Pac: paciente estudiado. Ex: exón. HGVS: Human genome variation society. ADNc: ADN codificante 
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8.3. Análisis de expresión de las variantes de splicing que afectan al exón 3 
Como se puede observar en la Tabla 14, el patrón de expresión de las variantes 
en el grupo control y el grupo de pacientes fue igual. En ambos grupos se observó una 
tendencia hacia una mayor expresión de la variante corta respecto a la completa, sin 
diferencias estadísticamente significativas entre las agrupaciones (p-valor=0.3643, test 
de Kruskal-Wallis). A pesar de los valores obtenidos en el apartado 7.2, los niveles de 
expresión de las dos variantes en pacientes y en controles fueron similares. 
Tabla 14: Valores de expresión en controles y pacientes. 
Grupo Casos 
Núm. copias 
Variante completa 
Núm. copias 
Variante corta 
Kruskal-Wallis 
Controles 25 172.2[14.10-2664] 210.8[11.37-7078] 
0.3643 
Pacientes 32 186.5[7.9-618.6] 207.8[8.2-2046] 
Los valores son expresados en mediana [mínimo-máximo]. 
Con los resultados obtenidos en la expresión del ARN mensajero total de 
SERPING1 teniendo en cuenta las dos formas de AEH, y por los datos obtenidos en los 
estudios preliminares (apartado 8.1), sospechamos que los valores obtenidos en la Tabla 
14 podrían enmascarar patrones de expresión diferentes según el tipo de AEH. Por eso, 
analizamos los datos según el tipo de angioedema. Con este análisis, las mutaciones tipo 
II mostraban mayor expresión que el resto de grupos para ambas variantes. Por su parte, 
tal y como sospechábamos en base a los resultados obtenidos en el primer objetivo, los 
pacientes tipo I fueron el grupo con menor expresión de ambas variantes, mostrando 
diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo de pacientes tipo II (Tabla 
15). 
Tabla 15: Expresión de las variantes según el tipo de AEH 
Grupo Casos 
Núm. copias 
Variante completa 
Núm. copias 
Variante corta 
Kruskal-Wallis 
Controles  25 172.2[14.10-2664] 210.8[11.37-7078] 
0.0103 AEH tipo I  22 131.4 [7.9-618.6] ¥ 192.2[8.2-1034] ¢ 
AEH tipo II 10 238.7[56.8-571.5] 686[108.7-2046] ¢¥ 
Valores de expresión en controles y pacientes expresados en mediana [mínimo-máximo] ¥ indica 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos por el test de Dunn (p<0.05). ¢ indica diferencia 
estadísticamente significativa entre ambos grupos por el test de Dunn (p<0.05). 
Basándonos en los estudios con PCR con transcriptasa reversa realizados en los 
cuatro pacientes con AEH-tipo I donde se observó un patrón de expresión de ambas 
variantes dependiente del tipo de mutación (Figura 13) reagrupamos la cohorte de 
pacientes tipo I según la mutación que portaban. La proporción de ambas variantes fue 
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similar en pacientes de cambio de aminoácido (ratio 1:1; completa: corta). Por su parte, 
el grupo de pacientes con mutaciones que producen un codón de parada prematura 
mostró un ratio 2:1 (completa: corta). En cambio, el resto de mutaciones (splicing, 
cambio de la pauta de lectura, pacientes tipo II) presentaron un patrón de expresión 
como el del grupo control, aproximadamente doble expresión de la variante corta que la 
completa (1:2). Los datos de este análisis se recogen en la Tabla 16. 
Tabla 16: Análisis de la expresión en controles y por  tipo mutación. 
Grupo Casos 
Núm. copias 
Variante completa 
Núm. copias 
Variante corta 
U Mann-
Whitney 
Kruskal-
Wallis 
Controles  25 172.2[14.10-2664] 210.8[11.37-7078] P=0.1116 
0.0099 
Cambio de aa  7 280.0[48.05-618.6] ¢£ 218.9[83.49-1034] P=0.4531 
Stop 4 184.9[128.0-403.8] ¢£ 43.31[8.2-164.3]¥ P=0.0462 
C. pauta lectura 5 59.36[28.25-256.7] £ 197.65[31.5-322.2] P=0.3125 
Splicing 6 63.91[7.9-174.6]¢ 94.65[39.83-801.8] P=0.0625 
AEH tipo II 10 238.7[56.8-571.5] 686[108.7-2046] ¥ P=0.0078 
Kruskal-Wallis  P=0.043 P=0.0062   
Valores expresados en mediana [mínimo-máximo] ¥ indica diferencias estadísticamente significativas entre ambos por el test de 
Dunn (p<0.05). ¢ indica diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos por el test de Dunn (p<0.05). £ indica 
diferencia estadísticamente significativa entre estos grupos según el test de Dunn (p<0.05). 
Según la base de datos HGMD (Human Genome Mutation Database) (Stenson 
et al., 2003), el 43% de las mutaciones asociadas a angioedema hereditario se deben al 
cambio de un aminoácido. El grupo de pacientes con este tipo de mutación de nuestra 
serie mostró valores de mediana similares para ambas variantes (ratio 1:1, completa: 
corta), aunque la dispersión de los valores obtenidos para la variante corta esra mayor 
que en el resto de los grupos. Este dato en el tipo de mutación más común en la 
patología nos hizo plantearnos un análisis individualizado en los pacientes con cambio 
de aminoácido teniendo en cuenta la localización de la mutación a lo largo del gen. 
Cuando se estudió el patrón de expresión en función de la localización del 
cambio pudimos observar que las mutaciones en la región interna del dominio serpina 
invertían el patrón de expresión de las variantes, favoreciendo la producción de la 
variante completa en detrimento de la variante corta. Por contra, las mutaciones 
localizadas en los extremos del dominio serpina, y a lo largo del dominio no serpina, 
mostraron un patrón de expresión de variantes como el grupo control (variante completa 
menor que variante corta). Sólo en el paciente GI4 (con el cambio c.1331T>C) rompía 
la uniformidad del criterio de un patrón de expresión dependiente de la localización del 
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cambio. Este paciente presentaba un fenotipo de tipo intermedio con niveles de C1INH 
ligeramente disminuidos (11,6mg/dl),  pero funcionalidad muy reducida. 
Los datos obtenidos en el grupo de pacientes mayoritario motivaron un 
replanteamiento del análisis y se estudiaron el resto de los cambios que daban un 
fenotipo de AEH tipo I según su localización .Tal y como se muestra en la Figura 14, se 
observó que el patrón de expresión de las mutaciones parecía ser dependiente de la 
localización de la mutación de la misma forma que lo habíamos observado en las 
mutaciones de cambio de aminoácido. Con independencia de las consecuencias en la 
transcripción, las mutaciones en el interior del dominio serpina presentaron ratios de 
expresión de las variantes invertidos respecto del grupo control (2:1; completa: corta). 
El patrón de expresión de aquellas mutaciones que se localizaban tanto en los extremos 
del dominio serpina como a lo largo de todo el extremo no serpina era similar al patrón 
de expresión de los controles (1:2; completa: corta). 
Las mutaciones de cambio de la pauta de lectura recogidas en nuestra serie de 
pacientes se localizaban en ambos dominios de la proteína. Las dos familias (FU y BN) 
con alteraciones en el dominio no serpina mantenían el mismo patrón de expresión que 
el grupo control. Por su parte, los pacientes con este tipo de alteraciones en el dominio 
serpina (G, GE, Y) presentaron un patrón de expresión de las variantes invertido 
respecto a controles (2:1).  
Figura 14. Expresión de las variantes en los pacientes con mutaciones tipo I incluidos en la cohorte. 
El gráfico de histogramas indica la expresión obtenida en cada paciente. Las flechas indican la localización 
de la mutación en el ADNc de SERPING1 (NM_000062.2) para cada paciente.  
Resultados 
55 
El paciente FP con mutación de splicing  e incluido sólo en el estudio del patrón 
de expresión de las variantes (Tabla 13), portaba la mutación c.51+3A>G localizado a 3 
nucleótidos del comienzo del intrón 2. En este paciente la producción obtenida fue de 
un 10% en el caso de la variante completa y un 14% en el de la variante corta. Este 
cambio en el inicio del intrón 2 impide que el segundo exón del gen sea incluido en el 
mensajero maduro (Duponchel et al., 2006). En nuestro estudio sólo detectábamos la 
producción del alelo salvaje. Esto se debía a que el diseño de la PCR a tiempo real 
estaba dirigido a la detección de la variante con el exón 3 (completa) y la variante sin 
exón 3 (corta), los cebadores se diseñaron sobre el exón 2 (Figura 7).  
El resto de mutaciones que afectan al splicing incluidas en la serie estaban 
localizaban en el extremo 3´del exón 3 de SERPING1 (c.550G>C y c.550+5G>C). Estos 
cambios promueven la no inclusión del exón 3 en el mensajero maduro. Y ese efecto se 
observó en estos pacientes (AK, AZ, BI, J y M) donde fue mayor la expresión de la 
variante corta que la variante completa. Se observó una inversión del patrón de 
expresión de las variantes desde el sitio donador de splicing en el intrón 3 que se 
mantuvo hasta la posición 1480 en el ADNc que se localizaba próximo al extremo 
carboxilo terminal del dominio serpina. Esta inversión del patrón de expresión no 
dependía del tipo de mutación. En nuestra serie de pacientes no había ningún caso con 
mutación de splicing entre los exones 4 al 8 que nos permitiese comparar los patrones 
de expresión de las variantes con los observados en las posiciones c.550 y c.550+5G>C. 
Sería interesante realizar el mismo análisis en pacientes con mutaciones de splicing en 
exones posteriores para comparar ambos patrones de expresión de variantes. 
En el caso de los pacientes tipo II, el análisis individualizado mostró un patrón 
de expresión igual en todos los casos, con mayor expresión de la variante corta que de la 
completa. (Figura 15) 
Figura 15. Patrón de expresión de las dos variantes estudiadas en los pacientes con mutaciones 
tipo II incluidos en la cohorte. El gráfico de histogramas indica la expresión obtenida en cada 
paciente para la variante completa (relleno azul claro ) y para la variante corta (relleno azul oscuro).  
Resultados 
56 
9. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE SERPING1 DEPENDIENTE DE TIPO 
CELULAR. 
Estudios de inducción de expresión del gen SERPING1 en diferentes tipos 
celulares han mostrado que células hepáticas y monocíticas incrementan la tasa de 
transcripción de SERPING1 bajo estímulo con IFN-γ (Lappin et al., 1992, Falus, 1990, 
Lappin et al., 1990b, Lappin et al., 1990a, Heda et al., 1990, Schmaier et al., 1989). De 
estas dos poblaciones, las células hepáticas son las mayores productoras del C1-Inh 
circulante (Zuraw and Lotz, 1990). Es probable que la capacidad de secreción del 
inhibidor de la esterasa C1 por la población monocítica en sangre periférica pueda tener 
un papel importante en la regulación de la respuesta inflamatoria a nivel local 
(Duponchel et al., 2006). Se ha observado que monocitos humanos en cultivo 
estimulados con dosis entre 0,1 y 100 ng/ml de IFN-γ aumentaban la síntesis de ARN 
mensajero total de SERPING1 de forma dependiente de la dosis de IFN-γ (Waddell et 
al., 2010, Heda et al., 1990, Lappin et al., 1990b, Lappin et al., 1990a). Para conocer 
cómo la citoquina influye en el patrón de expresión de las variantes previamente 
analizadas (completa y sin exon 3), se realizó una estimulación con una dosis de 10 
ng/ml de IFN-γ en este tipo celular aislado de sangre periférica de donantes sanos. 
 Separación inmunomagnética. 
Se aislaron por separado las tres poblaciones de interés (monocitos, linfocitos 
B y linfocitos T) mediante separación positiva con microbeads conjugados con 
anticuerpos específicos de cada población celular. El rendimiento de la separación 
permitió obtener 10
6
 células en la población minoritaria (monocitos y linfocitos B) y 
20x10
6
 células en la población mayoritaria (linfocitos T). En el caso de las poblaciones 
minoritarias con alta pureza (monocitos y linfocitos B) se requirieron varios pases por la 
columna. En la Figura 16 se muestra un ejemplo de los rendimientos de purificación 
obtenidos en las poblaciones de interés. 
Los estudios se realizaron en 250.000 células de cada población en 250 µl de 
medio RPMI-1640 y se estimularon con 10 ng/ml de IFN-γ. Se establecieron cuatro 
puntos de recogida (0, 0.5, 5 y 24 horas). Sólo en el punto de recogida de 24 horas se 
detectó expresión de ARN mensajero de SERPING1.  
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En la población monocítica se obtuvo un incremento de la expresion del ARN 
mensajero para SERPING1 en más de tres ordenes de magnitud (1485 copias) respecto 
al momento de comienzo de estímulo (t=0) (ver Figura 17A). Con la misma 
concetración de IFN-γ que la adicionada a los monocitos, la población de linfocitos T 
respondió al estímulo inflamatorio activando la expresión de inhibidor hasta alcanzar 
461 copias. Este fue un resultado no esperado, cuando se incluyeron las poblaciones de 
linfocitos T y B como controles negativos; pues hasta el actual estudio no se conocía 
que la población de linfocitos T mostrase respuesta a IFN-γ expresando SERPING1. 
En el análisis de expresión de las variantes (completa y corta), ambas 
poblaciones (monocitos y linfocitos T) aumentaron la producción de la variante 
completa a las 24 horas de estímulo con la citoquina proinflamatoria (Figura 17B). En 
monocitos, se detectaron 920 copias de la variante completa, mientras que la variante 
corta mostró un ligero aumento de expresión que apenas alcanzó un orden de magnitud 
(9 copias) respecto a la ausencia del estímulo (ver Figura 17B y Figura 17C). La 
población de linfocitos T presentó, también, mayores niveles de expresión de la variante 
completa (76 copias) que de la variante corta con apenas 4 copias (Figura 17B).  
 
Figura 16. Pureza de la fracción post-enriquecimiento celular. En los dot plot se muestran la purezas 
obtenidas en tras la primera separación inmunomagnética para obtener la población de interés. A) Dot plot 
SSC-FSC (morfología-tamaño) de la población monocítica post-separación. B) Dot plot PE-CD14 frente 
FITC-CD3 de la población monocítica. C) Dot plot SSC-FSC de la población PBLs post-separación PercP-
CD14 frente FITC-CD3 D), Dot plot post-separación de PBLs PercP-CD14 frente FITC-CD3, E) Dot plot 
post-separación de PBLs FITC-CD3 frente  APC-CD19. 
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Los resultados obtenidos en la población de linfocitos T para la detección de 
ARN mensajero de SERPING1 podrían deberse a la presencia de población monocítica 
residual en el procedimiento de aislado celular por tanto, estuviéramos observando su 
respuesta a estímulo con IFN-γ. Para comprobar esa hipótesis, se realizaron dos nuevos 
ensayos de estimulación en donantes sanos obteniendo purezas del 98%. Los resultados 
de estimulación, de nuevo, mostraron que la población de linfocitos T respondía al 
estímulo con la citoquina produciendo ARN de SERPING1. Quizás una proporción de 
linfocitos T podrían presentar inducción de la transcripción de SERPING1 en respuesta 
a la citoquina proinflamatoria. 
Por otro lado, desde hace unos años se conoce que, compartiendo marcaje en 
superficie con los linfocitos T de sangre periférica (CD3+), se encuentra una 
subpoblación de células Natural Killer (en adelante NK) conocida como células NKT 
(con marcaje en superficie CD16+/CD56+/CD3+) (Berzins et al., 2004, Montalvillo et 
al., 2014). Esta población, al igual que las células NK propiamente dichas, presenta dos 
perfiles subpoblacionales: Th1 (productor de IFN-γ) y Th2 (productor de IL-4 e IL-13, y 
con disminución de la producción de IFN-γ) (Geffner and Fainboim, 2008, Montalvillo 
et al., 2014). En estudios mediante microarrays de expresión en células aisladas de 
sangre periferica detectaron que células NK estimuladas con 100 U de IFN-γ eran 
capaces de aumentar la expresión de SERPING1 (Waddell et al., 2010). Con los datos 
Figura 17. Niveles de expresión del ARNm total de SERPING1 y sus variantes en las diferentes 
poblaciones celulares estudiadas. Las graficas muestran diferentes tiempos (t=0, t=30 minutos, t=5 
horas y t= 24 horas) de recogida de ARNm en las poblaciones celulares estudiadas A) Cuantificación 
de SERPING1 total. B) Cuantificación de variante completa. C) Cuantificación variante corta.  
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obtenidos, nos planteamos la posibilidad de que las células NK tengan capacidad de 
inducir expresión de SERPING1 en un entorno inflamatorio. 
Se realizó un análisis semicuantitativo de expresión de ARN mensajero de 
SERPING1 por PCR de transcripción reversa a partir de 1 µg de ARN de las 
poblaciones que podrían expresarlo (NK y linfocitos T), así como en líneas celulares de 
población NK (NKL y NK92, cedidas por el grupo 44 de IdiPAZ, Madrid). Además, se 
incluyó en el estudio ARN de PBMCs y de la línea HuH-7 (línea celular hepática con 
expresión de SERPING1) que nos servirían como control positivo. Tal y como se 
muestra en la Figura 18, las mayores producciones de ARN mensajero de SERPING1 se 
obtuvieron en población monocítica, en la línea celular de hepatocitos y PBMCs. Por su 
parte, en linfocitos T se detectó una ligera producción de ARN mensajero de SERPING1 
y en las líneas celulares de NK no se detectó síntesis de mensajero de SERPING1. Por 
este motivo se planteó obtener una fracción extra para separar la población celular NK 
mediante microbeads conjugados con CD56 y estimularla durante 24 horas con 10 
ng/ml de IFN-γ, de la misma forma que al resto de las poblaciones.  
 
 
GAPDH 
Figura 18: Análisis semicuantitivo de la expresión de SERPING1 en células de sangre periférica y líneas 
celulares. Resultado de la RT-PCR a tiempo final de los exones 2 al 5 de C1INH para la detección de la variante 
completa  en diferentes tipos celulares obtenidos por separación inmunomagnetica del donante C62 y de líneas 
celulares, todos sin estimulación con γ-IFN. Carril 1: marcador 1kb invitrogen; Carril 2: PBMCs; Carril 3: línea 
celular NKL; Carril 4: línea celular NK92; Carril 5: control negativo de PCR; Carril 6:  Monocitos; Carril 7: 
Natural Killer (NK); Carril 8: Linfocitos T; Carril 9: Línea celular hepática HuH-7. En el gel de agarosa inferior se 
muestra la migración de detección de la  expresión de GAPDH por RT-PCR de los ochos casos arriba mostrados. 
SERPING1 
GAPDH 
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Tras el estímulo durante 24 horas con IFN-γ se recogió el ARN y se cuantificó 
la expresión de SERPING1 en las cuatro poblaciones detectándose expresión de 
SERPING1 en población monocítica, células NK, linfocitos T. La Figura 19 muestra los 
niveles de expresión obtenidos para las cuatro poblaciones. 
 Separación por citometría de flujo 
Las purezas de la separación inmunomagnética (Figura 16) se habían obtenido 
tras varios pases a través de la columna y este proceso suponía un rendimiento bajo que 
obligaba a partir de un mayor volumen de muestra. Además, el tiempo de obtención de 
las poblaciones resultaba prolongado, pudiendo alterar los resultados por una activación 
dependiente de estrés. Por tanto, se hacía necesaria una técnica más robusta que nos 
permitiese obtener mayor rendimiento en la recogida de poblaciones con purezas 
elevadas, además de que permitiese validar, o no, los datos obtenidos por microbeads. 
La técnica de elección fue la separación por citometría de flujo (sorting), por ser una 
técnica de aislamiento de poblaciones ampliamente utilizada. Esta técnica permitió 
caracterizar fenotípicamente la muestra a separar y, a su vez, conocer el rendimiento 
teórico de la separación. 
El proceso de separación por citometría de flujo se realizó en dos donantes 
sanos que participaron en los ensayos realizados con aislamiento celular por 
microbeads. De esta forma se minimizaba la variación interindividual para comparar la 
expresión de SERPING1 por ambos abordajes en las poblaciones aisladas. 
Figura 19. Niveles de expresión del ARNm total de SERPING1. La grafica muestra la 
media de los niveles de expresión de SERPING1 de los dos pacientes estudiados para las 
diferentes poblaciones celulares obtenidas en la separación inmunomagnética y estimuladas 
con 0,01ng/µl de IFN-γ a dos tiempos de recogida de ARNm (t=0 y t= 24 horas).  
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Para evitar posibles expresiones inespecíficas, durante el desarrollo técnico se 
debía eliminar todo posible artefacto y/o interferencias como la población plaquetaria o 
los derivados de la misma, cuya producción de SERPING1 se conoce desde 1993 
(Schmaier et al., 1993, Yin et al., 2008). Con esta finalidad se incluyó un paso de 
centrifugación previa al gradiente con Ficoll. De esta forma, podríamos obtener la 
fracción de células mononucleares libre de la fase de plasma rico en plaquetas. 
Se diseñó un panel con marcadores de superficie celular (Tabla 17)que 
permitía seleccionar la población de monocitos, linfocitos T y NK en tubos de recogida 
diferentes. También se incluyó un cuarto tubo de recogida donde se seleccionaron 
aquellos eventos con marcaje tanto para población monocítica (CD14), como para 
población plaquetaria (CD41) y se denominó co-cultivo monocitos/ plaquetas. 
El rendimiento de la técnica (2x10
6
 células de las poblaciones minoritarias) 
permitió sembrar 250.000 células/pocillo para cada punto de recogida tras estímulo con 
IFN-γ (24 y 48 horas). La Figura 20 muestra los resultados de purezas obtenidos en las 
poblaciones tras la separación por citometría de flujo en el segundo donante sano (C80). 
Tabla 17: Panel de marcadores de superficie para la selección celular por enriquecimiento celular. 
 CD14-FITC CD3-PE-Cy7 CD16/56-PE CD41-APC 
Monocitos + - - - 
Linfocitos T - + - - 
NK - - + - 
Monocitos/ plaquetas + - - + 
Figura20. Pureza de las fracciones post-enriquecimiento celular por sorting. En los dot plots 
se muestra el rendimiento teórico de la separación y las purezas obtenidas reales post-separación. 
A) Dot plots pureza de la población monocítica post-separación. B) Dot plots pureza de la 
población monocítica y plaquetaria post-separación. C) Dot plots pureza de la población Linfocitos 
T post-separación. D) Dot plots pureza de la población NK post-separación.  
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Tanto la población de monocitos, como el co-cultivo de monocitos-plaquetas 
mostraron respuesta al estímulo a las 24 y 48 horas. Además, la respuesta 
correlacionaba con el tiempo de exposición a la citoquina. A mayor tiempo de 
exposición, mayor nivel de expresión para la población (ver Figura 21). 
La síntesis de mensajero detectada en población monocítica (CD14) 
estimulada con IFN-γ mostró niveles de expresión similares en los dos puntos de 
recogida (24 y 48 horas). En cambio, en el co-cultivo de monocitos y plaquetas en el 
Figura 21: Niveles expresión de SERPING1 en diferentes poblaciones celulares separadas 
por citometría de flujo en dos controles sanos. La figura indica la media de los niveles de 
expresión de SERPING1 en diferentes poblaciones para los dos individuos analizados. La 
población de monocitos y el co-cultivo de plaquetas-monocitos muestran inducción de la 
expresión de SERPING1 bajo estímulo con IFN-γ a 24 y 48 horas. En NK sólo se detecta 
expresión a 24 horas.  
 
Figura 22: Secuenciación Sanger de los productos purificados obtenidos en qPCR  de la variante 
completa. Los productos purificados de qPCR del fragmento conteniendo los exones 2 al 5 (variante 
completa) de la población monocítica y NK, ambas separadas por citometría de flujo, se secuenciaron  
por Sanger. El electroferograma superior procede de la secuenciación del producto de qPCR del ADNc  
de PBMCs del control C62, muestra con la que se han realizado todas las curvas patrón de los 
amplificados. Los electroferogramas intermedio e inferior son el resultado de la secuenciación de la 
población monocítica y de Natural Killer , respectivamente. En sombreado azul se indica la secuencia 
que corresponde al exón 3., seguida dela secuencia del exón 4 (sin sombreado).  
Resultados 
63 
punto de recogida de 48 horas se detectó el doble número de copias que el mismo 
cultivo sometido a la citoquina durante 24 horas (ver Figura 21). 
La población NK presentó respuesta a estímulo a 24 horas de estimulación con 
10 ng/ml de INF-γ (Figura 21), por lo que se repetían los resultados observados en el 
enriquecimiento inmunomagnético. En el punto de recogida de 48 horas la población de 
células NK no mostraron respuesta al estímulo. 
Para descartar falsos positivos, en todos los casos donde obtuvimos 
amplificado se secuenciaron los fragmentos obtenidos y el resultado se alineó con el 
programa Sequencher 4.8 y la base de datos UCSC Genome Browser con identidad 
completa con el gen del inhibidor de C1(SERPING1) tal y como muestra la Figura 22 
para la variante completa. Nuestros resultados muestran que la población de NK 
presente en sangre periférica es capaz de inducir la transcripción de SERPING1 bajo 
estímulo de IFN-γ durante 24 horas. 
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10.  DISCUSION. 
10.1. Expresión total de SERPING1 en pacientes con AEH-C1INH. 
AEH-C1INH es una enfermedad con herencia autosómica dominante causada 
por alteraciones en el gen del inhibidor de C1 (SERPING1). Hasta el momento se han 
asociado con AEH-C1INH más de 230 cambios puntuales a lo largo de SERPING1. El 
85% de las mutaciones puntuales dan lugar a un fenotipo tipo I, donde la producción de 
proteína está disminuida por debajo del 50% (Kramer et al., 1993, Prada et al., 1998, 
Donaldson and Evans, 1963, Donaldson and Rosen, 1964, Johnson et al., 1971, Frank et 
al., 1976). El restante 15% de los pacientes se incluyen en el tipo II de AEH-C1INH y 
muestran niveles normales o elevados de C1INH en suero, pero este no es funcional.  
En el AEH-C1INH tipo I, la causa radica en mutaciones que pueden estar 
localizadas a lo largo de todo el gen, menos en la región del centro activo de la proteína 
(Arg444, Thr445), que es donde se localizan las mutaciones asociadas al AEH-C1INH 
tipo II. 
Diferentes estudios de expresión en pacientes AEH-C1INH tipo I describen que 
el ARN mensajero está disminuido en los individuos con este fenotipo (Pappalardo et 
al., 2004, Zahedi et al., 1994, Cumming et al., 2003, Colobran et al., 2014). En nuestra 
serie, la mayoría de los pacientes tipo I presentó una disminución del 70% en los niveles 
de expresión respecto al grupo control ( Tabla 11). Sólo el grupo de pacientes con codón 
de parada prematura formado por cuatro individuos presentó una disminución del 45%. 
El estudio individualizado mostró que la diferencia respecto al resto de los pacientes 
tipo I podría deberse al efecto del tratamiento. Del grupo de pacientes con codón de 
parada prematura, los dos individuos sin tratamiento (AI y AP) apenas alcanzaban el 
15% de expresión de ARN mensajero total de SERPING1, mientras que los pacientes 
con tratamiento (DR y Q) presentaron niveles similares al grupo control (apartado 7.3). 
Así, el aumento de la expresión observado en los pacientes con parada prematura se 
debía a que los dos pacientes con tratamiento presentaron niveles superiores al 50% 
respecto al grupo control. Nuestros datos muestran, una vez más, el efecto inductor del 
tratamiento con andrógenos atenuados en la transcripción de SERPING1 (ver Figura 
11). 
Estudios previos en nuestro laboratorio analizaron, mediante RT-PCR, la 
presencia de ambos alelos en el mensajero a partir de ARN de pacientes con diferentes 
mutaciones que dan fenotipo AEH-C1INH tipo I. Se observó que ambos alelos son 
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expresados en situación basal en células de sangre periférica de los individuos afectados 
(Roche et al., 2005b).  
Mediante la utilización de la técnica de PCR a tiempo real hemos podido 
determinar de forma más precisa que la producción de ARN mensajero total de 
SERPING1 en estos pacientes en situación basal se encuentra disminuida entre el 90% y 
el 70% respecto al grupo control. 
La observación de coexistencia de dos formas de mensajero (salvaje y 
mutado), junto con la baja capacidad de producción de mensajero total a nivel basal en 
los pacientes tipo I podrían suponer una limitación de la capacidad de regular la 
autoactivación en las cascadas enzimáticas sobre las que actúa el C1INH. 
Nuestros datos son una evidencia más de la dominancia negativa del alelo 
mutado que fue descrita por Kramer como transinhibición del alelo mutado sobre el 
alelo sano (Kramer et al., 1993). La observación resultó del estudio de la expresión del 
mensajero de SERPING1 en un paciente con AEH-C1INH con una deleción del exón 7. 
En este individuo sólo se producía un 30% del mensajero de SERPING1 siendo esta 
producción la suma de ambos alelos, mutado y salvaje. La transinhibición en la 
expresión del gen podría estar determinada por diferentes mecanismos de regulación 
transcripcional. Los datos obtenidos en el presente  trabajo parecen indicar que los 
mecanismos celulares que regulan la transcripción podrían estar limitando la producción 
de mensajero en SERPING1 en aquellos casos en los que el cambio puntual altera la 
estructura, o genera una proteína truncada. Este dato fue también observado en la serie 
analizada por Pappalardo et al. en 2004.  
Los pacientes de AEH-C1INH tipo II tienen capacidad de producir niveles 
normales de proteína o incluso superiores que los controles, pero esta proteína no es 
funcional. Como consecuencia, el C1INH producido no es capaz de regular la 
autoactivación de las cascadas enzimáticas sobre las que actúa. En la serie de pacientes 
incluidos en el actual trabajo se estudió una representación de pacientes clasificados 
como AEH-C1INH tipo II. El mensajero en estos pacientes no mostró la misma 
regulación negativa ejercida por el alelo mutado observada en los pacientes tipo I ya que 
se alcanzaron niveles superiores al 50%.  
Debido a que el diseño experimental utilizado se centró en la cuantificación de 
fragmentos de ARNm de la conexión entre el exón 6 y 7 (ver apartado 4.3.3), en este 
trabajo no pudimos cuantificar la expresión específica de cada alelo (salvaje y mutado). 
Pero trabajos anteriores (Pappalardo et al., 2004) han confirmado la expresión de ambos 
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alelos en los mensajeros de células de sangre periférica de pacientes de AEH-C1INH 
tipo II. Estos datos sugieren que los niveles de ARN mensajero total obtenidos en los 
pacientes tipo II estudiados en nuestro laboratorio correspondían a la suma de ambos 
alelos (salvaje y mutado). 
Por otro lado, nuestro grupo de pacientes con AEH-C1INH tipo II presentó 
niveles de expresión superiores (72% respecto a controles) que el observado en la serie 
de Pappalardo en 2004 (46% respecto al grupo control). En el grupo de Pappalardo, 
intentaron minimizar los errores de la técnica mediante dos consideraciones. Por un 
lado, se recogió el mismo número de PBMCs por individuo. Por otro, se empleó la 
normalizaron con el antígeno de superficie CD64 (específico de monocitos). Así, se 
asumió que el mensajero de SERPING1 detectado procedía únicamente de la población 
de monocitos (población minoritaria en PBMCs). Aún con estas premisas, ambos 
grupos hemos observado gran variación interindividual en la cuantificación del 
mensajero de SERPING1 en PBMCs, tanto en pacientes como en el grupo control. Esta 
dispersión de los datos en ambos grupos podría ser la causa de la diferencia de 
expresión obtenidas en las dos series de pacientes.  
Las alteraciones de SERPING1 que reducen la síntesis de proteína han sido 
estudiadas previamente (Colobran et al., 2014, Kramer et al., 1993, Roche et al., 2005b, 
López-Lera et al., 2011). Estos trabajos han propuesto diferentes mecanismos de 
regulación de la expresión del mensajero (NMD, NSD, NGD, NAC…). La finalidad de 
todos estos mecanismos celulares es evitar la presencia de un complejo ribosómico 
problemático en la célula que debe ser resuelto por niveles: (1) un ARNm sin función 
celular debe ser eliminado. (2) A nivel de traducción, el coste energético que supone a 
la célula perder ribosomas es demasiado elevado como para no recuperar las 
subunidades estancadas para las siguientes rondas de traducción y, generada la 
secuencia polipeptídica, estos mecanismos deben proteger a la célula de la producción 
de proteína incompleta, o mal plegada, que podría favorecer el aumento de la toxicidad 
celular por depósitos intracelulares (Shoemaker and Green, 2012).  
En los pacientes tipo II, los mecanismos celulares de control de la 
transcripción no parecen actuar limitando la producción del mensajero producido por el 
alelo mutado. La evasión a los mecanismos regulatorios de la transcripción por el alelo 
mutado permite, así, que ambos mensajeros (salvaje y mutado) produzcan C1INH y que 
este sea secretado.  
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10.2. Expresión de variantes de splicing de SERPING1en pacientes con AEH-
C1INH. 
Partiendo de los hallazgos realizados en 2006 por Duponchel y colaboradores 
donde describen la existencia de una variante corta de ARNm en la que el exón 3 está 
ausente, se diseñó una estrategia para la cuantificación de las variantes completa y sin 
exón 3. Esta última variante corta da lugar a una proteína truncada de 43 aminoácidos, 
frente a los 500 aminoácidos de la salvaje, y con la secuencia del péptido señal alterada. 
Los mensajeros que contienen codones de parada prematuros son reconocidos y 
degradados por la maquinaria celular a través de un mecanismo conocido como 
Nonsense-mediated decay (NMD). En ciertos casos, el NMD está acoplado al splicing 
como un mecanismo de regulación postranscripcional según el cual, la expresión de 
proteína de un determinado gen puede bloquearse al inducir en sus mensajeros un 
patrón de splicing improductivo que introduce un codón de parada prematuro e induce 
secundariamente su degradación (RUST, de Regulated Unproductive Splicing and 
Translation). 
Este parece ser el caso de la expresión de SERPING1 en monocitos humanos. En 
experimentos con PBMCs humanos de individuos control, la cuantificación de ambas 
isoformas de ARNm mostró mayor expresión de la variante corta en condiciones 
basales (ratio 1:2, completa: corta). El proceso de splicing está dirigido durante la 
maduración de mensajeros por la unión de determinadas proteínas de unión al ARN 
(RBP, de RNA-Binding Proteins) a secuencias específicas del pre-ARNm para el control 
de la producción de formas alternativas que dan lugar al enriquecimiento del 
transcriptoma (Keren et al., 2010). No todas las células expresan las mismas RBPs 
debido que están condicionadas por señales de transducción dependiente de entorno 
interno y externo. De esta forma, cada variante alternativa de un determinado ARNm es 
producto de la unión del conjunto de RBPs que cada tipo celular expresa (Fu and Ares, 
2014). El patrón de RBPs que expresan las células hepáticas podría no ser igual al de 
PBMCs al encontrarse en entornos diferentes. Unido al diferente patrón celular de las 
proteínas RBPs es posible que exista un mecanismo dependiente de señales de 
transducción que module el proceso de maduración de mensajero de SERPING1 
dependiente del entorno. De este modo, los niveles de la proteína funcional podrían 
regularse a través del splicing alternativo observado que produciría una proteína 
truncada y limitaría la secreción y funcionalidad de C1INH a nivel local. 
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La ausencia de la variante corta en líneas hepáticas y su presencia en PBMCs 
debe ser atribuida al ambiente, t8al y como sucede con la expresión de fibronectina, ya 
que el gen FN1 (MIM*135600, NG_012196.1, ID: 2335) genera formas de ARN 
mensajero con diferente número de exones en hepatocitos y fibroblastos. El splicing de 
fibronectina en fibroblastos da lugar a un mensajero que contiene los exones EIIIA y 
EIIIB que codifican dominios que interactúan con los receptores de superficie celular de 
multitud de tipos celulares. En cambio, estos exones no son incluidos en el ARN 
mensajero de fibronectina de hepatocitos. De ahí, que la fibronectina secretada por 
hepatocitos no se adhiera a la superficies celulares (Lodish et al., 2000) 
En el paciente FP (c.51+3 A>G), el diseño de la detección las dos variantes de 
ARNm de SERPING1 (corta y completa) mediante qPCR nos permitió conocer los 
niveles de expresión aportados por el alelo sano, ya que la localización de los cebadores 
en la unión de los exones 2 y 3 (detección variante completa), y conexión exones 2 y 4 
(detección  de variante corta) impedía la cuantificación de todas las formas de ARN 
mensajero que no portasen el exón 2. De esta forma, la variante con ausencia de los 
exones 2 y 3 descrita en un paciente por Duponchel como consecuencia de la mutación 
no pudo ser detectada. En nuestro  paciente, la producción del alelo sano no fue superior 
al 20% respecto al grupo control en ninguna de las dos variantes (apartado 8.3, Figura 
14). Estos niveles de expresión del alelo sano muestran, una vez más, una regulación 
negativa del alelo mutado sobre el salvaje en aquellas mutaciones que afectan a la 
estructura de la proteína. 
Cambios en la secuencia de nucleótidos del mensajero pueden tener un impacto 
significativo en el balance de expresión de las diferentes isoformas del mensajero de un 
gen. Este hecho se ha observado en la demencia y Parkinsonismo asociado al 
cromosoma 17 (FDTP-17) causado por una mutación en MAPT, gen que codifica tau. 
Esta proteína está involucrada en el ensamblaje y estabilidad del microtúbulo y presenta 
dos variantes que difieren entre ellas en la inclusión o no del exón 10. Mutaciones en el 
gen pueden alterar el procesado del exón 10 y alterar la relación de las dos variantes de 
tau (Ward and Cooper, 2010).  
En nuestra serie de pacientes con AEH-C1INH tipo I además de observar una 
expresión de ambas variantes (completa y corta) inferior a lo observado en el grupo 
control, se observaron dos patrones de expresión diferentes para las dos variantes. En el 
caso de las mutaciones localizadas en posiciones que afectan al dominio no serpina y a 
los extremos del domino serpina, el patrón de expresión de las variantes observado fue 
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el mismo que en el grupo control (ratio 1:2, completa:corta). En cambio, las mutaciones 
localizadas dentro del dominio serpina mostraron un ratio invertido (2:1; completa: 
corta). Por su parte, el ratio entre variantes en los pacientes tipo II fue en todos los casos 
como en el grupo control (ratio 1:2, completa: corta). Ver Tabla 16. 
En la conformación nativa de C1INH, ambos dominios están estabilizados 
tridimensionalmente por dos puentes disulfuro uniendo la cisteína 101 a la cisteína 406, 
y la cisteína 108 a la cisteína 183. Mientras que las dos primeras se localizan en el 
dominio no serpina, único de la serpina C1INH, Cys183 y Cys406 forman parte del 
dominio serpina, homólogo al resto de la familia serpina. Estudios publicados por Bos y 
colaboradores, en 2003, muestran cómo mutaciones en las cisteínas 101 y 108, o en 
aminoácidos próximos, desestabilizan el dominio serpina permitiendo que la lámina-β 
central quede al descubierto. De esta forma, el bucle del centro reactivo escindido puede 
desplazarse sobre la lámina-β acompañado del cambio conformación hacia la forma 
latente, con capacidad de formar polímeros. Lo mismo se ha observado en otras serpinas 
como la antitrombina (ATIII) (Bos et al., 2003, Huntington, 2011). En el caso de ATIII, 
la heparina se une a las cisteínas implicadas en los puentes disulfuro del dominio no 
serpina de ATIII e impide la formación de agregados producidos por la unión de las 
formas latentes. En ausencia de heparina, ATIII es menos estable que C1INH. Bos 
propone que en el caso de C1INH debe haber un mecanismo de modulación constitutivo 
y diferente al observado en otras serpinas.  
El diferente patrón de expresión de ambas variantes del ARN mensajero de 
SERPING1 observado en nuestra serie de pacientes tipo I podría estar mostrando un 
mecanismo post- transcripcional que module la maduración del mensajero hacia formas 
aberrantes que sean degradas. Para comprobar esta hipótesis serían necesarios estudios 
in vitro bajo entorno inflamatorio con células de pacientes portadores de mutaciones. 
En los pacientes tipo II, ambas variantes mostraron niveles de expresión 
mayores que en los del tipo I y del grupo control. Este dato parece discrepar con lo 
obtenido en el estudio de la cuantificación del ARN total de SERPING1, pero las base 
de datos Ensembl y AceView (NCBI), basándose en secuencias de Homo sapiens 
recogidas en GenBank, dbEST, Trace y SRA, apoyan que el proceso de splicing en 
SERPING1 da lugar, al menos, a 16 variantes alternativas. Una de estas variantes 
(ENST00000528996) contiene sólo los exones del 5 al 8. Esta variante, así como otras 
similares que puedan existir, también habría sido cuantificada cuando se estudió el 
ARNm total pero no en el análisis de variantes. Estudios futuros del transcriptoma 
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podrían incrementar el número de variantes de SERPING1. En nuestro trabajo 
aportamos una aproximación a la comprensión de la expresión de dos de las isoformas 
detectadas en células de sangre periférica (completa y sin exón 3). Bajo esta premisa, 
los datos obtenidos para la expresión de las variantes corta y completa debe entenderse 
como una parte de la expresión de SERPING1 detectada en el primer objetivo (apartado 
7). 
10.3. Efecto del tratamiento en la expresión de SERPING1 en pacientes con 
AEH-C1INH. 
El efecto del tratamiento con andrógenos atenuados y/o antifibrinolíticos se 
cuantifica comparando individuos tratados y no tratados, portadores todos ellos, de una 
misma mutación. Los pacientes de nuestra serie con la misma mutación de codón de 
parada prematura (c.1480C>T) mostraron niveles mayores de expresión de SERPING1 
si estaban tratados en el momento de la extracción de la muestra (niveles de expresión 
cercanos a los controles). En cambio, los pacientes con la mutación c.1480C>T no 
tratados no superaron el 10% de expresión respecto al grupo control. En los análisis se 
observa que los niveles de expresión en los pacientes con AEH-C1INH son 
significativamente dependientes del tratamiento.  
Diferentes abordajes ya han demostrado que la administración de andrógenos 
atenuados aumenta la expresión de ARN mensajero de SERPING1 en PBMCs de 
pacientes AEH-C1INH. Pappalardo y colaboradores en 2003 realizaron un seguimiento 
en dos pacientes sometidos a 400 mg por día de danazol durante un mes que perrmitió 
comprobar un aumento de hasta el 91% en los niveles de mensajero de estos pacientes 
(Pappalardo et al., 2003). Aunque no se ha demostrado la existencia de receptores de 
andrógenos en monocitos circulantes, sí se ha observado que la administración de 
danazol disminuye la expresión de receptores estrogénicos en PBMCs (Pappalardo et 
al., 2003). Con estos resultados, Pappalardo postuló un posible efecto negativo de los 
estrógenos sobre la expresión de SERPING1. Este efecto podría ser contrarrestado por 
la administración de danazol, el cual reduciría la síntesis de receptores estrogénicos en 
los monocitos aumentando la síntesis local del ARN mensajero de SERPING1.  
10.4. Expresión de SERPING1 dependiente de tipo celular. 
La población de monocitos, dentro de las células blancas, es un subconjunto con 
posibilidad de diferenciarse a macrófagos y a células dendríticas específicas de tejido 
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(Shi and Pamer, 2011). En el laboratorio, cuando una población monocítica se cultiva 
durante 7 días en presencia de suero humano, se diferencia a macrófago (Andreesen and 
Kreutz, 1994). El estadio de macrófagos es el elegido por la mayoría de estudios de 
expresión de SERPING1 bajo entorno inflamatorio con monocitos en cultivo in vitro 
(Lotz and Zuraw, 1987, Duponchel et al., 2006, Bensa et al., 1983).  
En nuestro laboratorio se pretendió estudiar la respuesta a IFN-γ de dos variantes 
alternativas de splicing en la población monocítica previa a su diferenciación a 
macrófago. Para realizar el análisis se estudió la expresión de SERPING1 en cultivos de 
monocitos de donantes sanos aislados 24 horas antes del comienzo del estímulo 
inflamatorio. 
Nuestros estudios muestran que, en un entorno inflamatorio, la población 
monocítica aislada mediante separación inmunomagnética presenta un aumento de 
expresión de mensajero suficientemente detectable tras cinco horas de estimulación. 
Este aumento perduró hasta la finalización del ensayo de inflamación a las 24 horas. 
Además, en individuos sanos, el IFN-γ induce en mayor grado la expresión de la forma 
completa frente a la forma sin exón 3 (Figura 17). Este patrón esta invertido respecto a 
la situación basal, de tal modo que se favorece la producción y secreción del inhibidor 
de C1 funcional por estas células.  
En la separación por citometría de flujo, tanto la población de monocitos y el co-
cultivo de monocitos-plaquetas mostraron un aumento de los niveles de expresión de 
SERPING1 cuando el estímulo permanecía durante 24 y/o 48 horas. Estas poblaciones 
fueron las únicas donde se detectó leve secreción de proteína mediante la técnica de 
ELISA. Es posible que la concentración de IFN-γ (10 ng/ml) y/o los tiempos de 
exposición a los que se sometieron las poblaciones aisladas fuesen demasiado cortos 
como para alcanzar una concentración de proteína detectable por estas técnicas. 
El aumento de la transcripción de SERPING1 en monocitos, como en plaquetas 
y micropartículas de plaquetas en respuesta a IFN-γ ha sido previamente descrito 
(Lappin et al., 1992, Lotz and Zuraw, 1987, Prada et al., 1998, Zahedi et al., 1993, 
Zahedi et al., 1994, Yin et al., 2008). El IFN-γ actúa como interruptor para la 
diferenciación de monocitos a macrófagos en los estadios tempranos de la respuesta 
inmune (Delneste et al., 2003). A nivel local, esta diferenciación tiene gran importancia, 
ya que favorece la fagocitosis y la presentación de antígenos a los linfocitos T. 
Como se observa en la Figura 21, la población monocítica no fue la única que 
respondió al estímulo con IFN-γ. A una dosis de 10 ng/ml, la población de Natural 
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Killer (NK, con marcadores de superficie CD14-/CD19-/CD3-/CD16+/CD56+) mostró 
un ligero aumento de la producción del mensajero de SERPING1 tras las primeras 24 
horas de estímulo inflamatorio. Los estudios mediante RT-PCR a tiempo final 
realizados por otros grupos hasta el momento habían concluido que los monocitos eran 
los únicos productores de C1INH en respuesta a inflamación en PBMCs (Randazzo et 
al., 1985, Lotz and Zuraw, 1987, Lappin et al., 1992). La RT-PCR a tiempo final es una 
técnica semicuantitiva y no es capaz de detectar pequeñas variaciones. Es, 
posiblemente, el uso de una técnica más sensible que RT-PCR a tiempo final lo que nos 
ha permitido detectar respuesta a estímulo por IFN-γ en la población de células NK. En 
2010, la utilización de la técnica de arrays de expresión en el análisis transcripcional de 
las poblaciones celulares de PBMCs (linfocitos T CD4
+
 y CD8
+
, linfocitos B, células 
NK y monocitos) tratadas con IFN-γ, detectó un aumento de expresión de mensajero de 
SERPING1 en poblaciones celulares de sangre periférica distintas de monocitos 
(Waddell et al., 2010). 
Las células NK son linfocitos multicompetentes con capacidad de regular las 
respuestas inmunes de forma adaptativa e innata. La subpoblación conocida como NKT 
comparte marcadores de superficie con la población linfocitaria CD3+ (Poli et al., 2009, 
Vivier et al., 2008). Por eso, al compartir ambas poblaciones marcadores en superficie, 
es posible que en los primeros abordajes de enriquecimiento celular por microbeads, la 
población NKT fuese incluida como población de linfocitos T. 
Las células NK humanas están subdividas en diferentes poblaciones en función 
de la presencia de los marcadores de superficie CD56 y CD16. Las poblaciones 
mayoritarias de este tipo celular son CD56
Bright
 CD16
-
 y CD56
dim
 CD16
+
. Se ha 
observado que las células NK CD56 
bright
 tiene capacidad de expresar proteínas 
reguladoras del complemento como CD55 y CD59 en elevadas cantidades (Poli et al., 
2009). De la misma forma que se liberan estos reguladores, se podría estar liberando el 
mayor regulador de la activación de la vía clásica en las etapas tempranas de respuesta a 
inflamación. Las células CD56
Bright
 colonizan preferentemente los órganos linfoides 
secundarios, mientras que la población CD56
dim
 migra hacia lugares de ataque 
inflamatorio agudo. Durante el proceso de migración a los tejidos y órganos de destino, 
ambas coexisten en el torrente sanguíneo, pero diferentes estudios han mostrado que el 
90% de la población de NK circulante está formado por el fenotipo CD56
dim 
(Lünemann 
et al., 2011). Los datos obtenidos de la población de NK aisladas de sangre periférica, 
donde la producción de ARN mensajero de SERPING1 por parte de la población NK se 
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produce a tiempos cortos, podrían indicar un cambio de fenotipo en esta población. Para 
comprobar esta hipótesis se requiere un estudio de caracterización fenotípica más 
detallado que permita una caracterización de ambas poblaciones tanto pre-estimulación 
como post-estimulación 
En nuestro laboratorio se ha realizado Western blot y ELISA para detectar 
proteína en sobrenadantes y lisados celulares estimulados con 10 ng/ml de la citoquina, 
sin detectarse C1INH en ninguno los dos abordajes. Lappin, en 1992, realizó estudios 
de expresión inducida con IFN-γ (100 ng/ml) en diferentes tipos celulares entre los que 
incluyó monocitos. La concentración de IFN-γ debe ser un punto a tener en cuenta para 
futuros ensayos donde el objetivo sea la detección de proteína.  
Estudios de expresión de mensajero de SERPING1 como los realizados en los 
controles deberían realizarse en pacientes para comprobar si la población NK responde 
de igual forma a un estímulo de 24 horas con γ-IFN. 
Por último, el hecho de detectar expresión de SERPING1 en dos poblaciones de 
sangre periférica (monocitos y NK) que se presentan en proporciones muy variables 
puede explicar la enorme dispersión de los datos observados en las dos series de 
pacientes analizadas en este trabajo y las de otros grupos. Nuestros datos sugieren que 
los estudios posteriores deben tener en cuenta la proporción de ambas poblaciones en 
cada medición.  
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1. En pacientes AEH-C1INH tipo I, los individuos heterocigotos manifiestan la 
patología porque el alelo sano es incapaz de producir suficiente expresión de 
SERPING1; ya que la presencia de un alelo mutado ejerce dominancia negativa 
sobre la expresión del ARN mensajero total del gen. 
2. En pacientes con AEH-C1INH tipo I y en ausencia de señales proinflamatorias, la 
localización de la mutación determina el patrón de expresión de las dos variantes de 
mensajero estudiadas: si la mutación se localiza en el interior del dominio serpina, la 
variante con mayor expresión es la forma completa; mientras que si la mutación 
ocurre en el dominio no serpina o en los extremos del dominio serpina, se mantiene 
el mismo patrón que el observado en los controles (mayor expresión de la variante 
corta que de la variante completa) 
3. Los pacientes con AEH-C1INH tipo II de nuestra serie mostraron una expresión de 
mensajero total superior al 50% respecto a controles, de lo que se deduce que la 
presencia de una mutación en las inmediaciones del centro activo de la proteína no 
ejerce dominancia negativa sobre la transcripción del gen. 
4. En pacientes con AEH-C1INH tipo II y en ausencia de estímulo proinflamatorio, la 
producción de las variantes de splicing estudiadas es similar o mayor que en 
controles, y sigue el mismo patrón en los dos grupos de individuos. Este 
comportamiento indica que en estos pacientes la transcripción de SERPING1 puede 
estar aumentada.  
5. De las cuatro poblaciones aisladas en los donantes sanos por la metodología de 
separación inmunomagnética (monocitos, linfocitos T, linfocitos B y células NK), 
sólo la población de monocitos y la de células NK respondieron a la estimulación 
con IFN-γ durante 24 horas produciendo mensajero de SERPING1. 
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6.  En dos donantes sanos, el co-cultivo de monocitos y plaquetas mostró niveles de 
ARN mensajero para SERPING1 mayores que los observados en cultivos aislados 
de monocitos. Este dato es relevante, ya que el aporte de las plaquetas deberá ser 
tenido en cuenta para el diseño y análisis de resultados de futuros experimentos de 
expresión de SERPING1. 
7. En células NK de dos donantes sanos aisladas por citometría de flujo se observó 
expresión de SERPING1 tras un estímulo con IFN-γ a las 24 horas. Parece necesario 
caracterizar la población de células NK post estímulo para descartar un posible 
cambio de fenotipo en esta población. 
8. Este estudio ha sido desarrollado en donantes sanos, pero sería necesario realizar un 
ensayo con estímulo con IFN-γ en pacientes con AEH-C1INH para conocer el 
patrón de expresión de ambas variantes (completa y corta) en respuesta a 
inflamación. 
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